Univerzita Karlova
1. | ®kaSsksg fakulta

Studijn2 program: Bi omedi c?2na

Studijn?2 obor: Fyziologie a patofy

UNIVERZITA KARLOVA
1. lékarska fakulta

Mgr. Paul2na Valugkovs§

Modul ace centr8l n2 cholinergn?2 ne
Modulationod central cholinergic neurotransmission
Di sertaln2z pr8ce

Gkolpgrof. eIMUDr . Jarom2r Myslivel ek,

Praha 2017



Prohl 8gen?2:

Prohl aguji, ge jsem z8vDrelnou pré8ci zZpr e
citovala vgechny pougit® pargaumeny Jae Ipirt8ecre
vyugita k z2sk8n2 jin®ho nebo stejn®ho ti

Souhlas2m s trvallm ulogen2m elektroni ck
meziuniverzitn2zho projektu Theses. cz zZa

kvalifikaln2ch prac?2.
V Praze 31082017
Paul 2na Val ugk

""""

eeeeeeece.



PodhRkov&8n?

Na tomtom? shycAv el idapod Bk ev @mk ol prof. e IMUDT . Jar om
My s | i v e |Dkzoav io,d bPohr mp@noove d € bckehla®h o p o sstuljir @ dau §g $i2
pS2Prdivzer tRR§chae tpyrc8hcet ak® podhRNkovala prof. S
st §gehvo | aborat oSi na University oAlzhéec hi gan
nadal n2 mdfloyndketmer T m jsem se t®to st&§ge mohl a

MT vd Dk a2tr $ Wyn P har mDr . VI adiDm#av e § k poracp Sir ovi
pl §nexpre? amantgna®komdyl t axS? ptriekvanj Bpdri2Sec ey ¢ h
chtNDla podhRkovaza Beamowli pSeapSaikwesddad® | esk ®h o



VALUGKOVC, Paul2na. Modulace centrg8ln2 cho
of central cholinergic neurotransmission]. PraB@l7.Po | et 8t rmmp e185h p S
[Di sertall nUnpvgceita Karlova,idkl LBstassekg. fa
Ckolitel: pr of . MUDr . Jaram2r Myslivel ek, Ph



Souhrn

bvodentr 8l n2 cholinergn2 syst®m hraje kIl 2] ovi
jakT mpam®&8y ulen2, pozornost, motorika a od
nebo kapacita cholinerghogrsiitginvan 3 miac ey met o¥m
neur odegeneareatrioprsycthi aat ri ckl ch onemocnin?2
choroba, Parkinsonova chorobporucha pozornosti fsyperaktivitou ADHD), deprese,
schizdrenie az v gen§ diksltarvank?tm o t ansmi t erem chol i ne
acetylcholin (ACharre gul ace jeho ml@mdid htgupgn@kp 8§k anPhn 2 on .
spopvaniccents §l n2m chomChepHadmosegsP ®EBoglc er t al
studiumz mBDcne nt r 81 n?2 cotramsmisecse hped emena r ddalace aspe
hladiny ACh vmozku jakokontrolaj e ho uvplt &8s v § aklnriuskaivé \wl ¢ h
recegMR)r T eho agetrplélzal i nester §8zous t(AArCHZEJuU n
(BChE) daxppo§s$ledo syndpsioegl azzep M n®ho vychyt §v§n?
cholinuvyposmbaeafcihmiltim2ohva®h o t r. Matedikeo Pto®rgu t T @ H
telemetrie jsmeledovalipohybovouaktivitu at 0| eteplota umy ¢ ¢ y 2 a Tgenen pro

Ms MR (M4sKO) ak o n't r wild tyBedqMWT) my §2 za b az §Ipo &ptikhaci p o d m2
centr8lnn pTsob2c2ch | 8tek o0xo0kokewm@OC)hu ( O>
Aktivitu AChE/BChE aexpresi mMRNAw dpov RDdi aoklr akiud nBalamdbst r e
jsme stanovili umy g 2c h y b N jkértikdlibarinen (CRH KO) Po mo dr? vivo

mi k r o metrigj@me umy gh ad mDe x p BB (EHT-overexpressorCHT-OXP)

mnNSi | i s ¢ hopno s tcholi€ HeT synapsec & wive miak r odi al T z o u
stanaii hl adi nu ACh edJpoh &dainifeun tvu jk2T®2ac hs i pgonz8d r n( oSsTts
na c?2lsmé Giocswskpf i hotmychyt 8vE&n2 choésirimu (HAC
ak 8 kapacitu CHT transpor t onozau (BFEWH osll iemlkpya st i
mukar i mew@ptory viznamnh zasahuj 2KOdmwy gkiontsrooul )
hyperaktipetakavgakahyet e$§tvangag 82 onhaK@dashiten 2M f § z
se rovnhDghl k@htoaodls¥lar makoiodukbveamnghyafypoe mr
UMIKO samic zeslaben§. SCO a COC zpTsoKoOi ly vI
samicvpor oM W¥ sami cemi . | moboidliiggap®@®eésista eak tviewi
a BChE u CRH KO aaRMTi iy g RAChE aB0iHjsg®e vobou genoty
specipfoimlkd®vi du8l n2 obl asti OHFIOK®. myBe g ekdéanp
sn2gen?2 maxim amplitud endogsenonv2i8bn 2mysp mii nu U t
CHT-OXP myg?2 vzrostl a bdawvdagj m&s dibasidinalmah M&eb b ®M D
vpor ovwEn2 STs p etk akapacitm &K Tpro transport cholinu do synapse
vpor m¥6%s. Regulace aktivity CHT tak pSedst a
efektivn2 ovl3dowmhRofviBmkkc2k.ogniti vn

Kl 2] ov: 8l BR, MK® mygi , CRH KO mygi GCHT-OX®Il mygvil t
STs aGTs potkani



Abstract

Introduction: Central cholinergisystemplays akey role in control of different brain
functions such as learning, memory, dtitam locomotion and rewards. Disrupted integrity,
regulation or capacity of cholinergic signalling is closely connected with cognitive symptoms
of several neurodegenerative and neuropsychiatric diseases, as Alzheimer disease, Parkinson
disease,attention deficit hyperactivity disorder ADHD), depression, schizophrenia and
increased distractibilityThe major neurotransmitter of cholinergic neurons is acetylcholine
(ACh) and regulation of ACh levels is main pharmacotherapeutic approach to the treatment of
diseases associated with central cholinergic sysfdra.aim of the tesis was to study the
changes otentral cholinergic neurotransmissimith respect to various aspects of modulatio
of ACh levels in the brain by controllints release through Mmuscainic receptor§MR), its
hydrolysis by acetylcholinesterase (AChE) or butyrylotesterase (BChE) and after
hydrolysis in the synapseegulation of the uptake of metabolite choline by high affiditgline
transporter (CHT)Methods: Here we used telertrg to measure locomotor activity and body
temperature in mice with selective deletion of MR (M4KO) and theirwild type (MsWT)
controls under the basal conditions and after application of centrally acting drugs oxotremorine
(OXO), scopolamine (SCO) andcocaine (COC). Activity of AChE/BChE and
MRNA expression in response to acute and chronic immobilisation stress were measured in
corticotropinereleasing hormone deficient mice (CRH KO). Usingivo microamperometry
we measured the capacity of CHT tonsport choline from synapse and oy vivo
microdialysis we determined the cortical level of ACh and choline in mice with overexpression
of CHT (CHT-overexpressorCHT-OXP). The high affinity choline uptake was used to
measure the capacity of CHT to traagpcholinein striatum and corteafter the stimulation of
basal forebrain of sigtracking (STs) and goaltracking (GTs) rats. Results: Ms MR
significantly modulate the control of basal locomotor activityKKd mice are hyperactive
compare to WT controHowever, the hyperactivity depends on the time of testing and on
gender used in the experiment. Pharmacological profile sfQfemales diffes from WT
control. OXGinduced hypothermia was attenuated isKi@ females. SCO and COG@duced
hyperlocomotion ws more profoundly increased insKIO females compare WT females.
Immobilisation stress affected the expression and activity of AChE and BChE differently in
CRH KO and WT mice. The changes in activity and mRNA expression of AChE/BChE are
genotype andrainareaspecific The increased capacity of CHT in CHDIXP mice caused-3
times decrease in the maximal peak of endogenous choline comparertocd/ THT-OXP
mice have Zimesincreased basal ACh level and-times increased basal level of choline
compare toWT. STs have decreased capacity of CHT to transport choline from synapse
compare to GTs. Regulation of CHT activity may represent a prospective pharmacological
approach in efficient modulation of cognitive functions.

Key words: M4 MR, M4KO mice, CRH KOmice, choline transporter, CHOXP mice, STs
andGTs rats
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Centr8ln2 cholinergn2 sys

Synt®za a uvol Rovg8&n2 acetyl ch

Hl avn2m neur otransmi t eacatyloholnidéGh), i n erh@mg? gh vro
cyklus zahrnuje synt @zpult nuev ovl yReohyys nSy,\g mie ye d i AaCdh
vcholinergn2zch presynapeiakkich kazakouzloeah®dr
cholinacetyltransfer 8zou (aCetylkoenzymugOksdadand h pr e
Haga, 2003; Prado etal.,2002) N8 s | edn D | ec yptoo sg/lnut ®zleo AecCrh do
vezi kul pomoc? vezikul 8rn2 ho @adoetnl 2002Pd i nov ®
depol ari zaci kee us o Ingzaikuldapshhug§ 22 2c 2 cshprespn@pticku
me mbouBov ol nNn?2 ACh do extracelul 8rn2ho pr os
degradovs8n acet yl c lfFergusamees Ble 2G33)40-60 % AGimuE )
poch8zeh¥yd?bbl zzy ACh se pmpdidynMapakemiichj ez a
cholinergn2ch neuronT, k d e dejnevo(fapkh and Gart&x, p o u ¢
20060 ZbTvaj2c2 cholin difunduje pryl ze synarg

Uvol nDnl AClhaksievuwj8gedvaa typy <cholinergn:
receptory NR) , kter® jsou mushktas Vv nmiv(®R)a, e ketped@® yj s oL
proteinems p Sagen T mi receptory (GPCR).

Vsoul asnosti existuj?2 dva koncE@NsStJgdnouh §p &n
j e model kl asi ck® s ynniacpht ijcek @ & aldadntsanvadsv@smi sttt zuvh
angl | tvblum@ transmission)Sarter et al.,, 2009K | asiyaolkhp tFy @ak$ mi se j e r
omezen8§8§ na prosser RKReder avdl mNnsymMLm aktivuj
postsynapti cCki®@ utomarmbs Bindde j e pomal ej g2 a pTs
uvol nAPnT ACh mTge difundovat pryl ze synaps
pS2padnbDvpbhPDnBemstAQ@is ynapt i(Sakefatdl., 2008)r i kozi t

Vepr os pklcahs it c la® s mi s e hovoS? nNNDkter ® St uc
cholinergn2ch wvari kouzrilti tfl @rhmuojb?l ca?scthe cshy nmeopzskeu.
tegmentum ventrale (VTA) a parafascikul 8rn?
chd i nergn2ch sy n@gmstranket @.h2010;Paréntand Oescarries, 2008;

Smiley et al., 1997; Turrini et al., 2000 r avdNDpod o b@NS t p S gcke ¢gs2em v vy s
kl asi ckPesyopa®g podpoSena vijimelnou silou
vysoce efektivnhD hydrol yzoyLawler,89§l) 50@0 pmokt ek m

17



pravdRpodobn ®disociyje zvAQl,y ktaerclhol i nergn2 recepi
jej? katalytick® s2| e a (@ikmhermamandSoreq,20068) nesyn

VT s kify & zZrandmisss CNSna stranlD druh® je podpoSen
genRkterTch oblastech mozku je mnogstv2 chol
(Descarries et al., 1997) Vel mi mal ® mnogstv2 synaptickTch
ve striatu (STR) a hipokampu (HIP), alekvT S e  p(@onti&naenal., 1996; Aznavour et al.,

2005; Unbriaco etal., 1994) c ompzpjriep ¥ zor ovgn2 mi , ke kterTm d
kdyg stanovil. rel ativnhD vy smokzokuo vi@uokiiTeBeen c i S
al.,2001) Tyto odlignosti ovgem mohou kirtovd ghs o
obl astech, stejnhD jako i krit®rii url uj?2c?2mi

Teoriid i f wransnfisgpodpor uj 2 stejnhD tak studie se
rozm2stiNDn2 chol iMRbynhych akedd pt onreT .| eMRn NDj i z
vk TSe al ¢eld@w8m2d | n2 celul 8§rn2 a ,s ushttededylud §r n 2
zkoum§n j eycihconl i pelt gh?2 ch vari kozVvti®asthdii f or mu
(Yamasaki etal., 201 r ok,8z@®MRMsou | okali zov8§ny na extr:
dendritT aovtolnpk,ramSd]| emg mnogstv?2 synafg
cholinergn2mi var itMRbytamin2ak®i at niepuadi dMel
z8kl adn visledkBACdi abh&8pa8NivkTgy a HIP mTge
extracel ul §rraf2zzmd cpr msetsymuapz i ckTch varikozit
vzd8l enosti, aby ovlivnil cholinergn?2 recept
di f transmbi

PS2tokmhastcklich cholinergn2CGNS jeplodpa Sedni f ¥
studiemisv yugi t 2 m el ekt r of y&lkormbncegal.,el998; Aropotebal,e n e t i
2012; Hefft et al ., 1999; L a mo,t tpeSidlde nmdc atmptso
nazn ajlebg ogpycholinergr neur otCMIrsmajse ¥v® opodstatn
el ektrofyziologicklch mnRSen2 synapticklch ni
moh!| o =z dt§amt ojep 92 pvad Nd isfet 7 miu i sjpr2 Feeidtéd Ga k v
rozeb? gteoj tpyomal ® ni kotinov® proudy mohou blt
afinity NRkl i gandu ACh a tedy vIs(dcdlkreamanpysnhaprid ch
2014)
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Ni kotinov® receptory v CNS

Vzhledem komu , ge s e di serrteacceept o kg o tpi ondorvol brmi N
pop2geme pouze strulnhD molekul 8rn2 biologid.

NRpat S2 ndyo Isikgugpnndem ovlI §danlch iontovich |
jednomdeonPmacn® kationty. Na z8&8kladhR uspoS§
vyp!l nRDn®h o NRt-waS into hhoaumieterepentaanefet ¢ Mov re et al
McGehee and Role, 1995 CNS j sou podjednot ky Uzaddl)oupeny
at Se mii b podypy (Lewis and Picciotto, 2013; Zoli etal., 2015) St rfukn kulrm2 a
rozmanitostNRvewrhamesllkn®hcon mnogstv2 rTznlch ko
tyto podjednotky vytvANBVENS NiesgoozhiHSERN Bjmgd m
ah o0 mo mer NR (Gottilkt al., 2009; Lindstrom et al., 1996)pANRmaj 2 vysokou af
K ni kotdoyNEs zoabtszanh uj 2 v aburghrotcRNNR] stoaw ex@r U mo v
vi TznT ch obl awsTtgeecnte moez knuala®zt v podobRD presy
postsynambobinskihamptliickT ch receptor TNRpTSdtsg 2i§r o
kSzen2 neuron8ln2ch si ¢DaradndBedrand, 2007) z n T mi me c h

Muskarinov® receptory v CNS

MRpat $2 do vel k® s kMRpismoyu GRaGR oruepceeafyt opriJft.i
Ms, kter® jsou k- dovE&aulieldmmitBirdsall, d998 Dénckér etial., g e ny
2012) Jakogto z8§stMREpBOWPCROS®WYy ngnembr §novim
sedmkr 8t proch8z2? pSeytpl§b2Zmasteidank ¢ @ amtsane@ndm §
jsou vzg8jemnBenmproenijeagselmil §int macead ul §rn2n
s mydmk N- konecpr ot ei nu wextnackBn? 8rwvn2 mC- konecst or u,
nalezneme v nt r ac el ul §Reldet, M95)MRo set owyus k y t u jbkasteshe Vv g e «
mozku, pSilemgMRshaD¥vgd| mabilsp @Ok etal.h2005mo z k u
Vmozku savcT byl o identMRf i kpoSvsgjeargivgre c h a $t opu
viednotl i vl chl oHfasd Yasuda, 1606)®nD S 5 0 MBw mogke ¢ h
t voS2MR,Mkt er ® jsou pSedevg?2m. MpoMR PYraptiavki A
pr edomi namRNMmozku@adntiltprpet al., 1997; Levey, 1996yl receptory jsou
v mozku zastoupeny pouzemal ®m mnogstv?2, podobsm2dcepmor J e
(Csaba et al., 2013; Hersch et al., 1994; Wolfe and Yasuda,. M85 | at i vnD vel k®;
jsou zastoupeny Mreceptory, & o z e j abi&h atriata(Gomeza et al., 1999aM4
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receptorys e v y gak presyngpticky, takbostsynaptickyLevey, 1996) Ms receptory se
nach&8z?2 phtpekdnepu, Gttiatn a¥ Sedn2 m mo z k una | ®wmgsarkv o u z
(Levey, 1996; Wolfe and Yasuda, 1995Y oblasti tegmentum ventrale a pars compacta
substantiae nigrae (SNc) jsousMe cept or y k @4 dogaran o vzl @oe@arypa s
projeklnzch neur onech, kde mohawpasnadRon At
z a k o (Wedmer et al.,, 1990; Yamada et al., 200 MRmMRNA byl a rovnBhDg | o
vcer ebr 8§l rPhitigs et@al®98).c h

Mechanismus signalizacéR, coby |1 enTj eGPLRI orgoedni nrya k|
funkl|l n2 m mo dtehsdk tr cerc,e jekGtpetein(Rierce et al., 2002)G proteiny
jsou heteromeri ck®2s tproukteuwriyp odlkedlmro@kze odp o
vazbu GTP nebo GDPaa hydr ol Tozup oGITfRe.dnbote&ky jtswaS?p efv/nd)
dimer (Milligan and Kostenis, 2006Po0 aktivacMR | i gandemrga oh ®mau kvolr
GDP zvazby sUpodjednotkou @ e h o nahr ¢dPlece &t alG RE02)U takto
aktivovan®ho het er o tpodjednety kd isnee r $11G2bgP2D o adle i mio tv 4
komplex disociuje rPakudden2 bGIP pbddedijonr &y §n
podjednotkyPetlByer alklizZze akad i @GBAR o Ad USSPl was b/ o
di mer oplObNas&cti vo¥an® ¢p®ld¢ eadwnloit KRowmath ofuunk |
ef ekt or owl dhu hm®o Ipeoks | vy, p ri ootnetionvoRy (Bklddni 8498z y a
Nathanson, 2000)

M1, MzaMspodtypyMRp at S2 do/Gskmu@ti eiyn B, jejichg sic
spjata @@kt i vac? fosfolip8zy C (PLC) . PLC h
fosfatidylinesizta |vbzinsifkous fdsvto u( PdirPuhT c b4 os| T ¢
inosi tol tg.ilmodi §i auj(d Pintr acelakiVuRrenzymy z 8sob
obsahuj 2-kal matdeci umovou podjednotku. DAG akt.i
fosforyl ujeWess,I|1996)® pr ot einy

M2zaMsMRi nhi buj 2 a ¢A€pyrlosstt cSyekkli@SskoginyG nmpr at ei n T
PTsobenfodj &dnot ky G pinhibicieACnas nd geh8z2 nkr ace
koncentrace cAMRJeon et al., 2010)

MR mohou nodulovatn eur on 8lym2Tzokmiuh mechani smy v e
uvol Rov§gn? neurotransmiterT, neur otrarkslace 2 exc
(Calabresi et al., 2000; McCoy and McMahon, 2007; Zhang et al., 2002a)

Mi mo vige uvMRbehni®v mothomeurongln2 aktivitu
rTznlT ch wiycphl khan@i®F ej membh &8s B narz8§vidsbafRkli.
typu i ont ov ®h otorkogprogszua p okjteenr,T sjtee jvWRmMT & oj hta
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0 postsynaptickou excitaci, postsynaptickou inhibipresynaptickou (auto)inhibi¢Brown,
2010)

MRspSa geml@C j sou zodpovRdn® za postsynapti
inhibice rTznlTch typT drasl2kovlié¢kark&nEIl T
(KV7/IKCNQ/Km) , v 8&8pn2kem *akkatni§v o[v aznp Jcshd it 22 ove 181 u  t
pomalouAaft er hypierdfpikcpa s z@lce otRédSEkaoBlead) (K
(Broicher et al., 208; Brown, 2010; Pennefather et al., 1985; Rouse et al., 2000a; Shen et al.,
2005) KromhD toho i1MRigrehialkd v ata c o WhkiatnSs2u s( D rv s |t 2
takkezvi gen2 | asov® sumace e x dGatrant Sutmeiar, 26Qy)n a p t |

Inhibice KKpr ou dMa/MMmu s kari novime weéeskptdkewpm akt.i
prost Se@pi cte’m. PLC r yegzhp JTosuo bh2y dur zoddlB=edne d RkiwaPn ¢
vyl erp8n2,vmésibb §PDP kterl za norm8kmahé&h ok
vot e v S avu(@anr asdtSurmeier, 2007; Kruse et al., 2012)

PostsynaptipcrkoSstiSeMnbR ¢e@2 wi sl edkem ipS2 m®
proteinov® bo "hadRGERKK (Gkpodednatka Kneuronech aktivuje
p Sede w3jlZa 3. KK k a n @town, 2010)

Presynaptick§8 inhi biJ/MeMRjae jel sliTé dlgé mT ank tpiS\e
kontroly zpRtn®ho uvol Rovgn2 ACh?2nalpemsonv DYl
z8vi s Plkam §CHI n(t @anezikGep’r ot ei novou @EZ*padEEeEdmot |
(Allen and Brown, 1993)

Jednouh | avn?2 cMRjfeu rekpd?t n 8 k o nt r(olezal andvTockkR o v § n 2
1999)Pougi t 2 m genet i ckd b NDMdcdaéhendVs rdsegtdry bglo
prok8z8no, ge tento mechani s muaMsMR((Zamqmeto st Se d
al.,, 2002a) Ms MR j sou e x p ki m®wsgriatyy lede jsou zapojeny kontrole
uvol Rovg&n2 AGR| nkiabtéme ou Wkortdrwahigokampu@iahg ety
al., 2002a) M2 aMs MR se vysit uj 2 i j ako heterorecepto
aGABAer gn?2 ch (Roaska al.| 2600&)jejich aktivace vede ke? §en2 uvol Rov
gl ut a @&SBA (Caraand Surmeier, 2007; Seeger et al., 2004)

Modul al MR pSiol uvol Rov8&n2 nreaurontsd il s mext ceirtTe
pSisuzuj 2MRssplhhaipgn dtt idl ouhot rola® 2 GehooawmiBr?y srea ¢
synaptick® p | aidtai jiet povagovang8 za mobpakPhlé&kanz mec
and Bear, 2004; Whitlock et al., 2006)

Mnoh® farmakol ogi ck® st uMRipeSip orpTszanlTyc hv Tpzrno:
vmoz ku, vI| et n [Quidoh etal?19%)pozanodiChenetal.,2004) pohybov®
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aktivit(Gomeza et al., 1999a; Sipos et al., 198%moregulac{Lomax and Jenden, 1966)

S p8nkkdiD ld@okermanetal., 2004 . Ze] m®na pr ecedekkpWanitek |
podt Wi RTmval o pomRrnN dlouhou dobMRpSies@®ulzyelna
specifick®chouowokpe ocesech. OdpovhDd2 na tento
technik av yt vo Sen?2 moydSealzTe nhyng g s podtyp MR (WesMlet al.,

2007)

UMIKO myg?2 bylperakitgtvbna hwk za nor m8l nz2c
zvi gen®hot sgdtreeshu sao c(Gedér et2al., 2001t Miyakawea et al., 2001)
Anagnostaras a K& mygédkmtD&lonii ki typRtteedtch u
zjistili, MBepdsybODnz &2 r n{Andgmostaras étaly2063) def i c i

Jedna z prvKO hmygttu diPMRwIluMli 6 oM Y%l ohu pS
pohybu z8visIMRN p&i strtiemul aci t Nl esn® tepl ot
(Gomezaetal., 19990MoKO my gi  se kr omBD t orheou rvoyre&nlan 2u j | azs
cog se odrazilo ndlje«jiibdb vIcdteregak, 2004) pZatnmNg ti a aM
MRrovnRg zpTsobila zvl gér2 bafhSilse2 molhd di rpy di
zhor genlTch schopno(Fzavaraétal.p2808))t | a ulen2z2 se

Al kol i v3 MRshoouy nM zastfampermy obl astech mozk
neprok8zala jejich rolsKOnmygienmBRIEYy ndickbuge vouv ®
odpovhDN na propbobvWBokometwol ami, avgak tento Y
] ako uc hnyybgl¥j >qsmdé/pemVR (Bymaster et al., 2003)

Prvn2 siKOding gsni Mp SMRsroaldii | pSiM kontrole po
(Gomeza et al., 1999ahlyperlokomoce MsKO my g2 byl a d8na do souv
striats8la¥Taglnilwm dopaa(ilzavaraaal.22004)t Amgak po zph
kS2gen2 pTvodnRKKIOi myg?2 ( dgpetr k o& oRBchmidiétal.e f e k t
2011) Ms MR byl a rovnhRg pSi scmanzadmat tlb®a o@Bov N
muskarinovich agonistT. Al kol iv bppdtypuMB,Nt 0 Yl
vexperimentech pougit2m gMi4Qi mygh B®Mnal gesie vyvol a

~

(O0OXO0) | i j i nl mi centr 8l adlonpiTsstoyb 2lcy Ima 2nuelkaa r
naznalilo, ¢ge muskarinovl anpiMkMR(Duttacoyétallsl i nek
2002)
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Na prepar 8tekD mggstbyhvbapMok8z8no snz2ge
stimulaciagonistouMR oxotremorinem(Yamada et al., 2001) Bl i n ek ®e Isd k tnruil a ¢
| ater 8l n2 tegment8ln2 oblasti (LTA), DRter§ v
vhucl eus accumbens ( NAKQ , miggthansepal. 2001l)p ot | al en
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Chol itnrowdsport ®r

Presynayddioafkiintcho?ti novl transeod Tti@mg ( CHT
fyziologickou roli vsynt ®z e ACh. Doprieagyrkapt hoki ot ¥ a
cholinergn2ch neuronT ppSeoddsutkacviuj ACh.i mZauj e
acetylkoenzymu 4 r o sy n te®avgevBA CRce dostatel n®§l nemoS |
met abol i s m@uoekm@8)r ccrhol i n, kter T pod razvyk § v sp ¢
do buRKYy transportovs8gn pomoc?2 koaGHTn,i t m& c hzapni]
vychyt §v §nACU)(Remusonnet al.,(2804Mimo tohoto mechanismu jeodb S e
zn8mo af inffiztkm? vychyt8vs8§n2 <cholinu (uLnaCuU),
synt ®zu fosheankedbuolRdhBuosprc20E) ek ®

Funk]| n2 nezbytnospr o&kMfaxwbeyrliamedd uSe kde p-
stimul ace c¢hol i wnme®dgkg@®mneobsahaviel cholin,evedla kes n 2 § e n 2
synt ®zMuldéréthal.,1974) St ejnhD tak selektivn2 bl ok§8d
vedlakes N2 gen®uypyh ROx@Gvitd,zAGM gi |l a pSi tom chol i nq
vcentr 8l n?2 i ipvo (Férguson 2t als 30604a dasre and Wurtman, 1985)

Kl 2] ovg role CHT mTge bit velmi dobSe pops§n
nervosval ov® )plzoptT&noche (sNiMt el n o uFemuaon atlall,zu d T
2004; Schueler, 1955)

HACU je z8visl®aBla p$znamupetiseNaysokou
sKm hodnotami v 0 z me5z 20Nlea i nhi bovan® selektivn2m ko
hemicholiniem3 (HC-3) (Ki = 107 100 nmol/) (Ferguson et al., 2003; Murrin and Kuhar,

1976; Yamamura and Snyder, 1972)

Na roddHACU, LATUz eing]l ®Ba m8& n2zKKe20 afini
i2000mo&j/d i nhibov8&no rel ati v mBIK=v ys0 R@wmidl /klon c e
et al., 2006)

Transport cholinu mechamse m HACU j e regul ov &monaedur on § |
Kuhar, 1975) avgak podstata tohoto dBDje zTstala d
pomoc?2 pS2mlch 3dHaHE-S hylo?nejdnin \atro, @ld iinvivopr ok 8§z 8 no, ¢
CHT-zprost Sedkovan® HACU | e regul ovsgno stupn
n e u r(durrif and Kuhar, 1976) RomvivlBgx per i menty s pougit2zm
givotn2 uegkRoOgy § m? ACGMN § md IWACWK e Il ntraperito
antagonisty MR at r o p i n stimuluje tveorITRo v § ipr o AtC$H e dbilok8cdtyv 2 m
aut oi nhum ivédimkelv nge HAGYnaptozomech pSipravesl
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ahi p ok amp u(Gopdman kamdBritkson, 1983)a t aki®gi | a’H] W@-2 mau |
membr §novich frakc2ch pSi p(towenstainiamdiCoyled986)t r i a't

Behavior 81 n?2 sAtognitive evigilanoeztasgk (nVsTt)i) (u ktg8ot kan T
vy u§petekcistmuluk t ef EmpS2t omnost nebo ne pnSsstloemnnoss t
odpovhRDN zv2Sat vibRDrem sprg&vn®ho tlalz2tka,
skupina potkanT nebyl a Aon@roomngamimald(NP)),sebtdt el n T
byl a tr ®noy8&dao ¢waulzEmple treactian uime (tagdk(SRTT)), kde je
zv2Setem prezent ov8mej sjoaun tj2eam nwy Jtaldalvegtnkyo za
pozormost. pot kanT, kt e SAT, byl tychlostHAGVaawv $Symaptoaomech
z2skapiah®zobl asfi nmaPR® zzd?Tl g eo®R TkTo nst kr wop inre cpho tl
(Apparsundaram et al., 2005)

DetailnhDjg2 objasnhDn2 molekul 8rnzho mecha
proCHT,kt er T byl p opeptkanap(@HT 1 @kada st&Iin200Q) | | ovNDka (hC
(Okuda and Haga, 200@my g i ( (MA@pdrsundaram et al., 2001) Detai |l n?2 al
sekvmepg2CHT prok8zala 93% resp. 198%ki ot o@rsgq
pot kan?2 pp&ddndaram et al., 2001Y o umogni | mo npoXk2l pornagvi un 2 c
apol yklong8ln2ch protil 8§t ek psSgemafgiidksibdl) 2 p? m
genem pro CHTFerguson etlg 2004)

PS2pras@eCHTickich pr ot ipppSatexptesi QHicgghai | a d
l okali zaci na subcel ul 8rn2 Yr ovimunofluorésten@ r ® st
prok8zaly, ¢ge CétRoljiendi gn? ¢ dblasean@mzkiakonsduc h v
bazg&l n2 pSedn? mozek, tsatkr@ommeurarch(Fengusbn & bln2 hat
2003; Misawa et al., 2001 CHT senac h § z 2 j ednak na gpetlhakz mati c
intracel ul &rhnd brsaa hw&gosdwehal.,RMB) Vel k® pSekvape
pSedstavovalo zjigtnhRn2, ge VvNDtgi nGACAT npod?2 |
i ntr ac eveakuleghr( i720c4) . Bezm8l a 50 % vezikul, kte
obsahovalo i CHTFergusonetal.,2003) Pougi t2 protil 8t ek pro CHT
mechani s muz appbSuedsouvn§un 2a CHT do pl azmati ck® memb
chol i ner (FarqgusosancBialely, 200Depolarz ace st ri at Slionty ch sy
K™, Zzp Tp9ds Uum QHT aitretimmaicel ul §rn2ch vezikul do
soul asn®ho rFemuEmetal., 2003C Podst atouipfesanceluCHT
vezi kul do plazmati ck® membr 8ny (Rileeiroketah,t hr i ne
2005)
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Behavior 81 n?2 pr8ce Dr. S a rztaebruad orva@&wnr? N gC Hplro
plazmati ck® memlwrl§reynz2a HAEY! g dsm®@ Kkl 2] ovIimi m
uvol Rovg&n2 ACh, kterT | e(Pyikhtrs Sdter]2006;Parikhied r g e n
al., 2013; Sarter and Parikh, 2005)

Dal g2 det EHTbyloumosgtnuiyiouing ¢ et i ckTent vms8éan? k
geneticklch model T myg2 s CHT (CHR#-0CB]RET2 m Yp |
heteroyzgdt nebo jeho zvIiQXB)nou expres2 (CHT

CHT KO rnhyeglp o srear ozen2 navenek o) e3W02 nji ankua 8rc
u nich |l ze pozadrchgatz mppahyla®imzws aTyto mygi u
hodi nu podhalroedlen2sel h§n2 dil c®OHETM2KO | myndp?v zjde r:
CHT proteinu Y%plng, cholinBP6gn2 sbgm8§lnha RM
doch8vxgmozkn2 sewmnk & &narichh apl ot ®nkovich pote
ge dosgellohn§8n2 synt®zy a uvol Rovg&n2 AJA€HMnT mU C
kompenzalnzm zmBDn8m na Yr Dneboi AChE(ragusoadt al.c k ® a |l
2004) Studie LHT KO my g mi prok8zaly nepostradateln
pS21ig rychl & Yimrtnost CHT KOv Ingynys&dnCHTe u mo ¢ n
udospRl Tch zv2Sat.

CHT HET mygi2ss®gengzmamo g s tpeldvinupldr o § ei n
snor m8Il n2 mi WT mygmi . Tyto mygi maj 2?2 za bazsé
uni ch dozxwisgen2k emnopglsatzvidatGCHTK ® me mbr §nhN na Yl
vezi kul 8r(Ratikhlet alz 883 b CHT HET mygi se po nar oz
nor m8Il ni, dor Tstajévykaeaz wmnjor mBadnhRhowemd ko ¢ di vad
cyklus(Bazalakovaetal.,2007) St ej nD tak yerjiph8hbdvgoakgimn

zachov@rdabal i dal g2 vbyeuhgaivti2omm SM@m P r itseosvtay VSO C
vyvi gen®h otvatuplusgstuyo lev8en®m poli a testu pref
prostoru prok8zaly, ge ztr8ta jedn® CHT al

mot or pck®tarov® ulCGHT HBET nmyzgkeo sbty.l oU sn2 geno 1
MiMR, st ejonrlx ijkaSkon 3ka h,8/iR.MNapcot torMi bylyk r t i k § NRs2 U4 b 2

zvi ge&HylT. HET my g i mnDI y sn2genou skopol amin
(Bazalakova et al., 2007)n vivost udi e mNRS2c2 uvOHTROMET?2 mydd :
prok8zala sn2gen2? u nikotinem | i (Romkedal.nem i n
2013) Vt est ech pozornosti, kter® vygaduj?2 zvl ge

CHT HET znalnhD zpor gewWw®n ty @anld dtlaly 2013)
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CHT-OXP myj ma jdvg a grojnt§ s® bavimpemygst vz CHdJelp®mt ei
organismua | z WACHeve® ol i ner gn2 ch -OX®urnoyngeic hma jCH TV
vikonnost, kter8ebyvylbanpoddgséwdm OXPu.myl§i omtl
vykazovaly \eptgs)d uwrgnk toitve vt uHol®strand at al.| 2614)

CHTHETaCHT-OXP genetick® modely myg2 pSedst a\
| epg? poc hexepn2esegm@@HTyv a/ nebo jeho aktivitD
pozor oV 8gmy Ki® (Beoyeetal., 2044)
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Cholinester8zy, jejich emol ekul 8rn

Cholinesters8zy (ChE) j sou serinov® hydr
nach8zej2c2ch se jak v cholinergn2ch a nech
tekutin8ch. U obratl ov,ckTt ejr ®ounTg e nmy ndadav az 8§tk y |
substr8&8tTm a inhibitorATrmrtybzthlBlineddtedEna 6E
kter § hydrolyzuje westery s kr 8t kou acylovo

butyrylcholinesterg8za (EC 3.1.1.8; BChE), r
nespecificks cholinester 8za, kter$§ pSednost
ar omat i c Kdhatonnetaody dckridge, 1989) BChvEy g2 af i ni tu k bu
ale % innhD mTge hydrolyzovat i ACh.

Mol ekul 8rn2 podstata a rTznorodost ¢

AChEaBChF sou k-dov§8ny dv(Gnatetal.pl®d 2Sutmeflantiet g e ny
al., 1997) RTznorodost ChE je d8na geneticky, a t
Yapr avy¥Mmssoul.i &avaCG0 Pt gwed gACH EH reoxmonw® a eigru |
obl asti a je | okali zov §(&hrliohetas,d3®2Z9)®m chr omozom

BChE gen se nach8z2 na o$stahm| gArfagays$i 0 mx C
et al., 1990 Exony 2, 3 a 4 k-duj 2 29 aminokysel:
aminokyselin.

AChE gen produkuje v2ce druhT k-dovac?2ch
alternatsit \@rnahm3 6sk o n c i pr i m8mRNAhMohot tala vesikdatr i pt u
katayt i ck® podjednot ky se stejnl mi kat al yti ck
termin8l ng Maspepli @yeKatadl. yt ilOkOBYy podj ednot k
hl avn? spol el n8§ dom®na s 535 aminokyselino
aminokyselin Gpeptidu(Morel etal., 1999) Kat al yti ck8 podjednot ka
alternatsitéhammi $8§l n2ho peptidu byla nalezena
R (p r o |;%Z arglreadthroughH (hydrofobre; z angl. hydrophobic), Tk o t v 2 ard. ;
tailed) a S ozpusth z angl. soluble) (nebo ACREAChE4, AChEr a AChEs) podjednotky
(Massoul.i®, 2002)

Rtanskript vzni k8 v dTsledku chybDj2c2ho
katalytickou dom®nu (exaommy?2.,k .  dxeprantidngad n@ x @ e
Visl edn@poAddhekdnot ka | e mqSomgand S&dmaam, 2804 ubi | n
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transkript byl nalezeng mbr y on § | m@& n N 1krgind h(Liletual., 199T1)a8 crho v n N ¢
vmy g2 ch er(ydtal.o®9g)t eZzcah f yzi ol ogi ckTch podm2nek
pouze miZnyrhladintAOhE jsou obvykle sp | o vs8 strgseniZimmerman and

Soreq, 2006bdn Nkt er T mi p at(Ddrietgli, 2067) mi st avy

H transkript vznikgome@mj bn2 iiydoknygsau® 4 AGh E
ukotveny pomoc? gl ykosyl fosf at iadnfliifniodsni2t odion
spojgm ® di sul fi(Buwaletal., 198z bbbusavcT je tato for ma
na povrchu krevn2ch bunhDk, kde <wm(MaasodlDpod®o
2002)

Ttranski pt j e vI1 sl edk exones floétal.n10993)Exow6ku dd j *
Ckoncovl peptid;pepaziidvarkiterdk@ mbgRuj e genert
mol ekul §rAChEEW| éonBmhomool i gomer T ( m@owmer vy,
et al.,, 1992)t a k i heter omer n? formy tetramerT spo
bohatTm na pr ol i nlinefriéhRierbrahe atazhment) gebo. kolggenem Q
(ColQ) (Krejci et al., 1991; Perrier et al.,, 2002) Pr o BChE reprezentuje
jedinlT druh podjketdenro® eke BEhlHEou vyskytovat |
heterooligomery kot vAm&auseamdad®® PRi MA a Col Q

Transkriptytypu Shylypop s nlyel edi kor 8l ovcovitlch he
pat S2 napS2kl ad kr epdro dBBwknugja?r urso zap Nsatj m® mon o me |
j edov T mi(Cojdingtzah,m998) navzdory skutelnosti, ge AC
t Dcht,o rheabdy[l o pyptrrnt oenmm,s el &t @ ocAQE Ndng za |
(Cousin et al., 1996)

Cholinester8zy kotven® pomoc?2 protein
Jedinou vari ant o €CNSahé&svaleahenh rgemsev) a2l co?v ®& ep lvot ®
AChEr (Feng et al., 1999; Perrier et al., 2002) Vyt v§8 S2 funk| n2 formy /
tetramery spoj en® (Lpgayebat,29989j)oV®r aaPRaMA j e cha
pS2tomnhesmen&l n2ho T peptidu, kterl se skl §oc
41 v pS2 (BabtalBDATE
Pri m8&r n2 st uaatkrujecysieinfiappzicidtodk@® nce, kterT v n
di sulfidov® vazby me z i dvhlma katalytickT mi
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katal yti ckT ckhotpve?dcj2enti m opir @RHGePRIMA( Massoul.T®, 200(
peptid | e us po Shei@invekdoe r ®mr y kstowr yvelfker ® ar
seskupeny, tak aby(MasSouVyilRyetobhobn2 16BBast

Spojovs8mskoACRE2mi pm®t i rmhy ejde srkeazni2ystk dl i z ¢
jejich prim8rn2 funkce, GCNIYy Dap nsud olswlay opc
kotv2c?2 prot ei nKrejciatalt, ID91PHRier btAl, 2002C o0V Qhet er o mer |
form8ch tetramerT s kotv?zc?2mi proteiny PRi MA
dom®nou bohat ou na p r-rzchattachehdntRidniain) lokalizavargplna pr o
N-konci (Krejci et al., 1997; Peieretal., 2002) Zat 2 mco PRi MA oobvsiachhu j e
zbytCol,Q jich m@Peripreuat,e2008)s @®amotnl T peptid b
dom®ny je schopen zabudov§&8§vg&n2 nhRkterlch ciz
nebo zelenl fl uPRRABcémm®AO P,r 0d eV (@GBimmssa., t ak |
1998) T peptid se proto chov8 jako autonomn? |
(amfifiln2 tetramer i z al-gangl.drgpth®angW) @maphiphtie n a
tetramerization{Simon et al., 1998)

Vzni k AChE tetramerT z8vis2 na pS2tomnost
MmTstky mezi cysteinem na pozhblcid z Ko sotdi kPRAR d
kotv2c2ch proteinT dod8vaj?2 tomut o nkampyltaxu
(Bon et al., 197; Simon et al., 1998)

Kolagenog struktura(v angl. collagentailCol Q v kompl exu s AChE
jako asymetrick8 for ma. Je specifickl svoj?
trojgroubovici, pSilemg kagd® vI &§kno je scho
poltu tetramer T tiak® dlrimyu A ddejciacsA(MBL ra A( 1
Massouli ® and Mrlilna8rdn2 2s0tOr9ukt er ani €91 Q2 z d dm
kol agenovocuh adroank®&neur isst i cky deraonp aal8u jn2c PRIA Dg Id)
si gn 8§l r(Rrejcipeeah,t199@) Tato asymeti k § f or ma pSedstavuje h
na nervosvalov® plot®nce a pomoc? NoiMJa genov
(Massouli ® and NMi Inlearvib,s vald ®¥)® pl bt ®zR ss e A
na postsynaptick® membr g8ni, al e pedlubadka kot ve
vz8hybech postsynaptick® membr 8ny. 2Awupomoci
myg2, kter® byly geneticky zbavenwyn€oimQy ®PRIi
zakon| en? je vDtgina AChE kot wdomy AGhEtvei nem
buRce ¢Beradrdoev &, 2011) Kr omhD baz§ln2 laminy je | !

|l okali zov8na rovnhDg extrasynapt i (Beryardataina ner
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2011) Asymetrick® formy AChE A(4), rAY®dHYI, T cah A

pomal Tch sval (Knejti ethal.,, 199% ISketelc dand Brzin, 1985)r yc hl T ¢ h
sval ovich vlI 8knech 2pr, edkotneirnSujjee floo kmal iAz(olv § n
Vpomal Tch svalovich vlI8knech jsou ve vysok®

tyto kolagenem kot ven®extorrarsyy nbaypltyi crkd Icehz eonbyl a
v | 8§ Keejoi et al., 1999)

Vmozku savcT pSedstavuje hlavp? ad#matmuckm®
membr 8nhD pomoc? t rans me mPergenet\al® 2@2) pPot m8§ no?2
struktura PRIMA obsahuje# er mi n81 n2 sigaoa&ll mi28 rpne?ptd dm®neux t
PRAD, 5 cyasOgdiyrkosayI Nzal n2 obl ast , itterram snr8d mBr
cytopl az mat (Perkeoet al.d2008)Rrotein PRIMA je schopen organizovat jak
tetrameryAChE, tak i BChEPerrier etal., 2002) PRi MA kot ven® -900& my p S
zcel kov® ak CNS(Grasgjetah A98F) pSi | emg iBOT wajreprehz eh
asymetrick®&liddwirgnyd m2 nz2& | e motk¥ zastdipeEo variantou
AChER (Perrieretal., 2005) Podl e nRDkterTchpemad? 2PReMAChE&C
vi hr admdl ivn er g n (Heidersor at al.0201®:cPBrrier et al., 2003)P $S2 t o mn o s

AChE vmoz ku ovgem by hheauronpch adctolm&ma cih, v me z i kter
napS2kd mamiiner gBénardhet alr 085 Kr omND CNS byl a ACh
proteinem PRi MA nalezena i ve svalech, kde v

zcel kov® aktivity AChE ¢erpaed etml, 20d1AGh&ERPREMA2 mot o |
kter§ m8e psfwaoldov® buRce, vpwaludé fturzaddy "a sttird b®
(Bernard et al., 2011)

Tak, jak | i ¢gp Sbeydlcoh ozm2m Nreox tw , gen pro BCh
nevyznaluje alternanskmi2pmt stpok opSendat &v Tj ¢ rj
termingln2m T pepti dem (Joarsanand Maoe,2®18)1 BrC it B nmu§ u
proto rovnhRg s ckotpwm2ocs2tmiasprcd toev{aMg ssCaod IQi ®&, P2R
Ned8vn® studie prok8zaly, ge sol ubipllna?z mhet r ¢
obsahuje ve sv® struktuSe neKBibseregluetalt 2012) v § z an
PTvodnhD se pSedpokb&ddllopbod getldmelipodip(e etplr ol i n
2008c) pozdhVPEk pk 8xzaxl vy, ¢ge t2mto zdrojem mTge
G&dntTRczht o pol yprol i noviBGh B etpe ti rdalmeerxTt roavhipevna r
vprolinovich obl ast e ¢Biber@kt@., 2012pr ot ei nu PRi MA

31



Funkce cholinester 8§z
Pri m&rn2m %l i n kyeowatuA @HIEACHma chblip a kyselinu octouo
azgsttt ak homeost8zu neurotransmiterT Vv centr
(Massouli ® and MChEajeénejjdahhefgi Val i M kuj 2 c:
schopnost velmi efektivnhD hydr ¢Lhwjer 896813t a g 50
Dbl olh AChE na NMJ jeryche wukon| ovat cholinergn?z tr
(Massouli® andVCWSl Ilsaedzd@009} funkce ACH S
(Descarries, 1998 proto AChEa pr avdDpodobnn i BChE kontrol
umo g Rdiij © tcahsnisi i mimo synapgi Massou).i ®, 2002
AChE zprostSedkoviBvBepgird@arcyt arBgstod uc kmim
amyloidn?2mi fibrilami, pravdDpod Qlardaetdl2 ky i n
1997; Inestrosaetal.,1996) St abi | n2 kompibepgpACKHEMS midmy | bi

vli astnosti enzymu a zvyguj?2 (Aharez etalg 2998 i t u n
Cal der -n .etBwllo ,r dwm®miBg prok8z8no, ¢ge AChE a
a neurofibril&rn2mi pl arsonetal,198) Al zhei merov

AChE i BChE jsou exprimovs8ny velice | asnnD
se, ge mohou plnit funkci i v i n(lLayer,d900)i me z i
Mnoho svRtovich | aborato$2 rovnhDgUohngonand| uj e,

Moore, 2004; Sharma et al., 2001) AChE | e d 8 loes teexoporliansave&nha, vk d
pod2| et na met ab(@dndver mtual., KI99)t RS2 tt kBmdstt vari a
vmnoH ch typech bunhRk, kter® proch8z2 apopt-zo
i v ap o procest(Rank &t @.n2004; Zhang etal.,, 2002¢n Nkt er T she prvaad?® g h
ge-t€@rming8l n2 pempmldevabitand phACWE hemat opo®z
(Grisaru et al., 2001; Zimmerman and Soreq, 2006b)

Funkce BChE nen?: dodanesJesjpro |l @$2 ti on ooshtj ak
vmnohTch tk§&nw cjh§t jenemovpltac?2ch, srkad kdeje sl i z |
exprimovs8na ve vglsiokwl ckhq ivaesRskoguad iVi@opzkubgad 2 )

BChE nalezenaivepeci fi ch@®upopT| apifsticaeygdak, hipokampu
(Darvesh et al., 1998) talamu(Darvesh and Hopkins, 20Q3) k d e , podobnhD | ak
AChE, predominuje varianta BChEk ot v e n § PRi MAmepmwba t8enilNn e lmu nw)

(Massoul i ®, 2002; BRGhrEr ipelrnz2etd Tale.g,i t2000 2r)o | i p
mezik er ® pat S2 fyzostigmin, kokain, nebo orga
anatoxiny (neurot oxi c¢c KMahmoodhnd Garnichaelyl98Z2hZn) § m& v y
] e [ funkce BCk¥s eplSinyh yadcreotlyllzseal i cyl ov ®, h
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(Lockridge, 2015) ChybhDn?2 aktivity BChE vede k e z
prodlougen®mu %%l inku sukcinylcholinu, kterl
opg al n2 ch (Ze8&.,r2008a9Tm, gJge vykazuje i schopnost
pomocnou ¥l ohu pSi neumpotacACHhmISKD, acBGhEeK@r |
(Duysen etal.,2009) BChE ¥Hriinkayleawlmc2ch jako n§8hrada
AChE pSi hydrollTze ACh.meBGQiBbIplsmu $wkd, f kb
octanoytghrelin na descyl ghrelin a kyselinu octovdiDe Vrieseetal.,2004) Chy b NDn?2 BCh
u BChE KO myg2 je spoj eno(Li®tal, 80080)g e\h T o klaa sarboo
je BChE vhDnov8§na pozo®emms$tsityp Sedlenvarin p d&d tv
efektem organofosf&8tovich sloulenin, kter®
(Lockridge and Masson, 200 stej nhD tak v souvislosti S
provs8zej2c2ch AlFaorbkawalis et al.y2011)c hor o b u
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Dl oha chol it ®enug w2 ICANSsy s

Centr 8l n2 cholinergn? syst®m hraje Kkl 2] o
funkc?2, kterT mi | s opozomesfP&ikhkahdaSdrtep 2006)@iirionet] e n 2
al., 1995; Sarter and Bruno, 1997; Winkler et al., 1995 Nar ugen8 i ntegrit a,
kapacita choh er g n 2 signalizakegnieti Vane¢ i spymptons
neur odegeneareatrioprsycthi at ri ckl ch onemocnin?2
choroba, Parkinsonova choroba, ADHD, deprese, schizofrenie & g e n § d iBertyr akt i b
et al., 2014, Calabresi et al., 2000; Gerber et al., 2001; Levey,.1996)

DTl egitou funkc?2 centr8l n2ho cholinergn2h
funkce byla pSi podtypuMB& em$ edle wg Zm BT | ki elr e®k
jsou vest ri at u k o e x p i dopam§onvypii reseod tuo r g na GABAe
projek] n2 dbomezaaial.da8dyhwper | ok o mo c évlskp@ znoyrgo?v abny8 a
d8na do souvislosti se zdn1enl endokuu szt vrTi gaet n§@ n
dopami ney gnZhdng et al., 2002b)

UsavsecTent r 8§l n2 ¢ hsoklli&BreleSt $82 hd mytn®mh| kdmpon

neurony baz§l n2ho pSedn2ho mozku, kter® projiku
anNDkterTch subkorti k8l n2aeabzkad®hp Rijmeeprevoujjkk E
tal amus, st Sedn?2 mozek, al 8)i cthal gheobhastiin

ve striatu a wucleus accumbergPerry et al., 1999)

Chol i ner gnk?a zpsrlonj2ehkoc ep Sze d n 2 h oi BnfFo)z kduo (nbeadsi a8l |
prefront&8ln2 kTry (mPFC) hraj2 vI1zrmpaommgdu 2rmol
invivomi kr odi alidvivgamgerbmeidpos ok §zalgn2 gl adli ny acet
VMPFC ¢ nezbytn® pr o (Himinellgeenet al 2000z Kozak &t alt 2006;
Paolone et al., 2012; Parikh et al., 2007; Passetti et al., 2000; St Peters et alS&@tddrost
udr get pozornost je vgeobecnD povdSpmevahch a 2z a
Parikh,2005) Pr o 8d mESm2k vapen2 m, ¢ge zhoropdmrh legni
st&rnut2m, demenc?2 a schiizotfagemiit?D sae rpeSg kil &d
projelk| déah do (Beoter knd Bréno, RQU4APNormality vpozornosti jsou
stejnhN tak spjaty se zvli g€ieldandQog €008)| Nokgén & e
n8chyl nost k rozvoj.i adi ktivn2ho chov§gn? ]
charakteristkami j akT m je tendence cpmPooatp atakjamsp al
vyznal uj et rnawkihmiys® g2nm.r aABi g-mim  (z$Tasne n 2 orien
pot kany mT¢emet roadcl kiignimtdi afdGITAspadlent ovan2) pot k
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chovg&n2 DbhRDhem testu na Pavl ow TRPRotdensthnjierp
vt estovac?2 klecktpr € h@&t8v SondahD@Flsa pSka pTsob
podm2mddhiNkt erT vyvol§ u potkanazgn@me2sbuou o
kde je pote&dmbDmVvdSP edddd c2T sd vy ip§ azpookdsSm®n Nn
odpdiaBpotkansev omt o pS2padh or i pot.opPRrIgasteosriag nosS e/
Dr. Sart er a sqghaopookpdzoraoktine z e STe azrmGadmend gér. i Nmt
potkani(ST9 se vyzrredlauji2vnl) n2 zkou oprotinGAszteg m®nm?2 vp ¢
situac2ch, kdy jsou n&rokypySapapdzdorsdsut udvige
(SAT i Asustained attentional tafk(Paobne et al., 2013) Paol one a kol . dos
kter® prok8zschognospoeozrhosfens® STs je spjata
AChvmPFC. Chovg&n2 a vikonnost SThabotADkkemntiest T
(shorad o | Kpntrolu p&@ or no st i, cog m8 vliiv na chovgn?
pozornosti. STs Ateo t-o pofngokahkahor)ykntmobu pogotnosti a
chovg&n2m ori ent oWwjaenolbne AAriddl pdwhiatnalul pozernosti popsat
jakoz ac2pomnhosti na c¢?2| na z8kl adnNAlpdtap@rhoz? c
kontroly pozornost ktep@dmpadDmaznT m extrm(Katbuki andt i mul
Constantinidis, 2014Tyt o vIisl edky se shoduj?2 s vgeobec
cholinergn?2 neuromodwendaeip o phds Ehekakdi oph
m2ra cholinergn?2 neuupiimo(dru? zak &g m2nreseoe hAobhoot dt olrn
kontroly pozornost{Sarter et al., 2016a, 2016b)
Modulace acetylcholinu vmozku
Jak ug bylpoSexdmzhmlzeeamtw egholin je hlavn2zm

cholinergn2ch neuronT. Na rozd?2| od nervosyv
neurotransmiterem, v mozku pln2z ACh sp2ge r.
excitability, ovlivRuje synaptickl pSenos,
koordinaln2 funkci pSi ¢g2Sen2? vzruchu skupin

Acetylcholin je zapojen v S2zen? nej dT1 e
orgni smu, jako kupS2kladu proliferace bunDhk,
Na <centr 8l n?2 Yar ov ni je acetylcholin odpovD
koordinace, termoregulace a spol el &8N lodbpalm

z8vislosti (Apicel l a, 2007, Gordon and Heath
2001; Robinson et al., 2011).

V. pSedlogen® dizertaln?2 pré&8ci se zabTvg
acetylcholinu v molzkwi, jkdho ®u \s®IuUROEEN>S, d@gsS Yy |
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MR, ng§sl ednou hydrolTzou cholinester §zami n
vychyt8&8vg&&n2zm cholinu zphRt do buRkpvpom&Kay) dGH
t Dchto YWrovn?2 trawgwjacel ACammiSefdar makot er apeu
spojovanlich s centr8ln2m cholinergn2m syst®nm
Plinek ACh je zprostSedkovs&§n dvhlDma typy c
a muskarinovimi (MR) acetyl cholpiSrekwiampii vi®@e c &
soulasnosti jsou muskarinov® receptory st Sed
mol ekul v terapidi neurologicklch a neurodege
S2zen?2 kognitivn2ch funktkPvagakimchijsoueauépn
podtypuMMR m8 prokognitivn?2 Y inek (Wess et al

MiMR je tud2g shled8vs8n atraktivn2 c2] v tere
se ztr8tou pammBti keD&klt @¥ Teneptso®l npP2M8Eny nadh
tak i pozitivn2ch a negat is MR @S and Dearp 2008T s ct
MsMR byla v souvislosti se schizofreni?2 pSi:
neurotransmis¢ Raedl er et al ., 1200WR .p SDT Ikeognittr8o | feu nkko
funkc?2 je podpoSena rovnDhDg iJM4agomiste kahomelin st ud i
(Jakub2k et al., 2008) prok8zal zlepgen2 beh
Al zhei merovou chorobou (Bodick et al ., 1997e¢

(Shekhar et al., 2008).

Regulace hladiny ACh skrzeAMMIR, mi mo dS2ve uvedenlch f un
Y%l ohu v kontrole Dbaz§8Il n2| npo hkyobnotvr® | a&k tp ovhi ytbyo
zprost Sedk oviacho®p aank tniowdach Deceptor T s ME&omeza
kontrol uj? baz8l n?2 eflux ACh v hipokampe ('
inhibiln2mi autorecept or2y kvo nsttrSoeldun 2unv omoRzokvu§, n 2
et al., 2004)MR PdSoc h&lzgenjcesdnMk k pos2len2 |
prostSednictv2m zvigen2 efluxu ACh v stSedn?
GABA-ergnich projekln2ch.neuronT v stSedn2m mo

Po uvolnhDn2 do synapse je ACh efektivnhD h
cholin a kyselinu octovou. PS2tomnost BChE v

ACh zejm®na za patologicklich stav T jmko je

2003) . Cholinester8zy v mozku jsou zodpovDiDd]
di fuzi tak® mimo synapsi
DTl egitTm krokem v modul aci synt ®zy, al e t

vychyt 8v8n2 cholinu do chhtieneegaohcechi mepoogil
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ACh de novo. Mnogstv?2 CHT dostupn®ho pro t
presynapticklim faktorem cholinergn2 neur omod
V mnogstv2 CHT ovl i vBemjeta. ,Rd4ydmovmnownghscmepin oAl
uph vosa WnAR tkogont r ol ou pozornost.i (Pari kh et

O - vysokoafinitni cholinovy transporter @‘ - M1 muskarinovy receptor

. - vezikuldrni acetylcholinovy transporter . o acetylcholin/cholin

m - nikotinovy receptor - acetyl-CoA/acetyl/kyselina octova
m - M4 muskarinovy receptor ig PRIMA-AChE/BChE

Obr 8z &Sk hEmaitliucskt& ace ¢gi votn2@GNS:nogdkl acacesynk &
transportu, uvol Rov §n2hoétabolituclolmdt n®ho vychyt
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Zapojen?2 cholinedgoav¢DNdi gmalstzrneses Vv

Chol i ner gr2 zrgEd inr2am y Swe d hasahforeboain)kau 2 ( B Fl e §i t ¢
funkci vestre®d v® r¢eaksiodpoy®divli znamn® pr §vh zapoj
projek| nBEhprdojaihk wj 2 ¢ 2 ¢ h (Qaoridooebadl.,2312; GiladHdt &#., a mP
1985; Mark etal., 1996) Chol i nerBR2zweggujohyi nhi bi | n2z Y]
pTsoben? glukokorti koi dT, kter® se wuv-ol Ruj?2
hypofdz e n § | -hypothalamdithitary-adrenal) osy(Helm et al., 2004) HIP a
MPFC inhibupar anveeurtorniykuv §rn2 m | §mSreo jhmiklornt2al &
d r &rin(Herman et al.,, 2002) | nhi bi | n?2 pTsoben?2 tRDchto obl
studi emi , kde pogkozen? HI'P a mPFC zhorgilo
(Diorio et al., 1993; Herman et al., 1989; Sapolsky et al., 1990)

Zapojen2 cholivoedponwNdo §yp&kitr@mpu rJken® hngpwy
pTsoben2 stresu bylo prok8z8no mnogstv2am stu
mPFC(Mark et al., 1996) vyvol al expresi g e n TKaufeeeg al.] uj 2 c 2
1998)avnem s | edn2 SadhD zpTsobi |(Daganél.n3000)kivgaaei t i v n 2
hi pokamp8l n2ho whodp oweldin2ra chylsa d®arv Ip r Stcries |

Fatransk® a kol ., kde mreongsot 2y pAGHh,r ejseuh ov ywwd |
maxi m8l n2 v aMRd Fraa rlaap k@i teytm Mhanlyo. §WIRWBBBSIHIP

byly pozorov8ny rovnhDg za podmfejctedpregulacd bi | i z
(Mizukawa et al., 1989)Pullia a kol. ve ¥ ® pr §c i naznal il i, ge chr

subsenzitivtiUMRna oxotremorinem vyvolanou aktivaci

obsah ACh v PFC, cog mohl o naopak @upliastobi t z
al, 1996) ChronicklT stres rovnhRg zvlI1 @gipokamgaCl ev
p ot k(Mizoguchi et al., 2001)

Hypotalamehypofyzoa dr en 81 n2 osa hraje dTlegitou r
aktivity HIP a umogRuje dPageal.201®u ZIEd royetR j eh
spolu sc hol i ner gn?2 mi pr®fF ekbpdmen ddahamiguk ace
mechani smem zpDt n®Heimnédt ialh i2004) HPA osy | e dTI
neuroendokrinkt erdyyWag@emenN gl ukokortikoidT
stresov]i c(Hermant et mly 12002) P Si 0 d gireserid @ ic h Saiaci k
paraventrikul 8rn2hovoll 8dna hgpoopaép@miudiTa kor
Acorticotropin releasing hormofleav azopr esi nu, kter®veltRonug uj :
adrenokor i kot ropinu (ACTH). ACTsSH ksrteicmu |guljuek okkTorrut i
p Se d s praasadaptme na stregAguilera et al., 1994; Luo et al., 19948 Iukokortikoidy
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(kortizol ul i dértikasteronumy gpotakanT) se n8slednhD v8§¢g2?2 na
kter® jsou pS2tomny vevmolztkgi, n Ik dee rsipf oeu gnt21Tjh?
aneur omodul @éMcBwen, 200@)Glukokortikoidysev 8 g2 na dva: typy
mi neral okortiagloukkoRoreckptony meoepaboko( GRK
receptoryk ont r ol uj 2 baz§glhne®metoct 8z uHPA wyytaven?
mechani smem zpDtn® v az baystreqdt Kloet, ZDOB; dg Kloekeddt.,or t i k
2008)

Postupn8 ztr 8t a cBhFol ikree rkg nefrp@ | dnakduhr§8om®T8wvn u
umnRI| e n amloazdeincah u@zteBESPTW U Gi t 2 m | mun-eapwinui nu 1 ¢
azpTsobil a ge a@piesemBNrogGR v oblasti HIP anPFC(Helm et al.,

2002) Se st8&8rnut2m se zwWwylgsujead kaktsin®igteaa ®HR A h i
glukokortikoidT na HPAzomduNDnh®kesi gdBR] e dal ev ¢GdR
kezv1 gemman@is t v 2g | AuCkToHk ogAduileria, 2018; Bizon et al., 2001)

JednhRmaen2ch hypot al ahRA®dejehdrmok kortiklberie.nt T v
Zmol ekul §rn2 ho hheardpepick €l g esrel jzzedng§1 oami nokyse
syntetipascwrenvri kul §rn2m j §dSe DisyijuetC® amu v
mRNAivdal g2 ch obl petetbar mbezhk ut ka8 nj2ec ht eonvt goe nmh onrar
kr osmD® endoky imy?2mdhioHuswverhro&veant2 , a to jak pSi
i munitn2ch odpovRd2ch. dregparri prow hovpe@rri If a nkrc
model uchyd®j 8c2 m CRMgligdeC®RHIIWO)Um2r §ni CRH KO
vdTsl edku sel hg§n?2 di chgn?2 potvrdilo dTIl egi
mor f ol ogi ¢ k ®mp rd8ovznr®8 vigunre k cai plic. CRH KO mygi
nedosat el nostii glukokorti koi dT nor m81 n?2 hl adi
aACTH, stejnhD jako pl éMugieet al.c200Q)uStutid SRHIKOuU ACT F
my g mi prok8zaly nepdbpdvidiaterd nest e CRModul ac?
my g i se vyznal uj? zmlokaKortikod 67 § e ohpao vrPldzond®u ksct?r e
stimuly anav??nci cth daoe&z2?2 Tk gl pk oldarkieEzipahiaw mi
(Muglia et al., 1995, @01). KromhD zhorgen® funkce KTry nac
pogkozenou i funkci dSenn, cog se projevu
afenyletanolaminNme t y I t r an s f ejre§jz2o ve®n znRMi@¢ommetal®20 t i v i t
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Cirkadi 8nn2 rytmy

Periodicky se orpa&ruijfmn®, zknDanry® vse opakuj*
hodin, se nazlvaj?2 cirkadi §nlaidynkideciccaztnmmyme n\8T r a
Ap Si b ldiegArdiein fiad osd o vn ®m pSekl adu | 2zafpSeéll agine
cirkadi 8nn2 Apacemaker i, ktearilf ek arRocrhg § nkggen il
jehypot al ami ck® s up(SEN h bugrachiasinatic Rugleysk §ér ® | e

|l okal i poa§®oivliev® mozkov® hemisf®Se.

Zapoj en2gnmnc2htod isngdrz@®ma ¢irkadi §nn2ch r)

Prvn2m neurotransmiterem, fiee®mMucibykadir
r yt mTACh (Baynkest and Turek, 1985) ACh j e uvol Rov8&n bRhem ak
naopak pSvT jsipBlnkw REM f8ze) je jeho uvol Rov!
cholinergn2ch mar ker T byl o prok8z8no, ge \
syntetizuj?2c?2 engymg&hAdkwviykiazwje peTbDhu al
(JenniEi er mann et al ., 1985; aNour dbiedr?2g naan dz awasht | kst
Aktivita AChE je naopak nnezjkviyngig 2h obdhhoetna min abkll
f 8 z e (Patryg et al., 1977; Schiebeler and von Mayersbach, 1974%pragueDawley
potkanT byly namhRSeny nejvyggkt ihwrd2n oft §z &/ AdCthd
p ot k(Berrard et al., 1995; CastilBuiz and Nunez, 2007) Mn oMRsntav 2Zme mbr 8§ n § c |
bunrRkv ndrgTtvDhu cirkadi §nn2ho cyklu kol 2s8§, pS
vz8visl osti na uo brl Taxntilic hMe 7 ky § ¢MRs mh v ystkw2 uj e
nej nhlagrPACh (v pr TbN8 najopakdMashiet al.21985)Kes n2 ge n 2
mnogBMRddch8Z3ledku interduajle zpe ey MR{vdddeBCh 85 4a
Zee and Luiten,1999) Z miireyn MRvdl | asti SCN bRPgem pmeo kdB zrB
nebyly(Bina et al., 198; van der Zee et al., 1991)

PomocPCRTbyla v SCN potvrzenaMRS2Ne®jmn2ocd
zastoupenim podtypem jsowapwovRi sgyogpbiytloy pr ok
vexperimentu, kdy karbachol efivace Kgulboaddn S yhwn
zabl okov8§naaMangagemi M T, adiMRmnd agowdistt 2T Mr
K'proudT n déyammEtalg 2010) o

Centr8ln2 cholinergn® zeingk®ci $Sren2pcohd 2d ¢t m
sp8§nkov®m rytmu mrogn$e dmwidautl vazcre SHCNI inf2eur onT
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cholinergn?2chba@N ntewr opnSfedmn 2 ho mBinketal.a mozk
1993) nebo nep Sdpmchiasm&iekso heox ti rnae r(BuchanardandgGillette,

2005 Yang a kol ., ve Aat@l dprh@®difi pnddBeinl2i ktez vs |
cholinergn2ch agonistT SCN sipartofirerczh . § 2ADe/n 2d ¢
cholinergn2 modul aci membr&8novich potmgnci §I1 T
uskutelnicki ®sbuREy2tzv. Awhopeugielim metodoo
ter|2kov®ho z8&mpat dlzik.otudd@teneiff o cat evdl sl edky p¢
obraz o cholinergn?2m Y% inku na BXcntabalita,
pSiblignhD 20% SCN neuronT nereagovalo na sti
GABAergn? neurotransmi se. VDNDtgina SCN neuro
postsynapaMcMRI cltofl vebfépkeWdT. NLBstr &CT by
stimulov8na karbacholem, pravdDpododhD AEHhZzt
mT g e rTznl mi mechani s my k o rtCrNo | %alviant k eenx cri & a |

receptory a (Yangetah,2@®0)k angl vy
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Pohl avn?2 rordyghy ayesh®mi

Pohlavn2 hormony ovlivRuj2 rTzn® fyziolog
byl o pr obkdagynor8l n2ch testech sleduj2c2ch ak
svDtl ®ho a tmav@mLagpt dmt vryw,| §waugpoi viestuu di gt I
vot ewn ®m (Rizard et al., 1975; Kuljis et al., 2013; Morgan and Pfaff, 2001; Ogawa et
al.,2003)PSedpok!| Sen®YilsienelengepohybokowuSmkp Tyohan
estrogenT na estr o(@gwaetd. 2008)cept or U (ER U)

Estrogeny NS kont r olaltiyithn @k edr hedslai naer gn2 ch mar k
kt er ® p a(tuife et £.h1886; McMillan et al., 1996)ysckoa f i ni t n2 vychy
cholinu, u v(od 6Rwavl 8 ne2y At alv.i t ul ‘& eflunkethlo!l i nes
1986) KromhD toho existuj?2z | mor fol ogick® pohl
(WestlindDanielsson et al., 199y objemu SCNane di 81 n2 pr éGogkidatal k ® o bl
1978)avmn o § s twp?n Tdcohs tv a z e BIR (Fragkoulinet as, 2006) a

N a bunihDl| n®ly &roowgniit 2 m i n situ hy bERI di zac
kolokalizo v 8BERgChATvc hol i nergn2ch neuronecdodmRIgT mK h
my g p o B k(8haoghrue et al., 2000; Tor#&llerand et al., 1992)

I navzdory tomu, g e peoxhi yshtouvj ®& apkot hilvai vtnl®, rvol
prow&d2samc2chkornTeol mBng ed vpt etk ah V®s Tt mkvTi sl edk
tomubylovp $2 padiid2 sl edujMReRcht #bli @ e o Wyhoowd® tazk t |
MsKO myg2. kGolmezvae asv® 4HLOvoygmi ppdaigitbaikMaeb D
j ej i ch byop Stizeedtin] | e¥glioM@IRvk ontr ol e po [{Gomexy ® a k't
etal., 1999hA v § apkS 2vm®m rt wag @r prsac 2 nperboyvl eydrdirgir catd o B 2
nasamé cphok 8 z § ny § § dpno®h yrlaodzud®@Rinkyter®en et al., 2011; Schmidt et
al., 2011; Turner et al., 2010)

Nav?cpb§EBakitiolak o | . prok8z8n Y inekisMRohl avn
(El-Bakri et al., 2002)Ov ar i e kt o mi eeguapi MIVR lv oblasti gyup dentatus,

CAl, CA3, hypotalamua e front 8§l n2 kTSe pot k aestrfgenemat 2 mc
vedakn8vratu poltu receptorT do pTvosm2gdnz2hl
exploratvn2 aktivity, kter8 byla znovu obnovena s
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C2le, Segen2? a hypot®zy p

Specifick® Segen® okruhy

Vr 8§mci Segen®ho projektu byly provedeny
modul ac? centr8l n2ho chdl ienesregnz abl vsaylsat ®me h
biochemick mi afarmakologick mi charakterstikami stejnDnD j ako [ st
chol i nememialhi naer gn2 ch ruentyegpet how bohj 12 podtypsmyMs t ®mT
MR. Druh8 studie se zabT vanl2ah oo ts8zrkeosuu, dzodcah §vzl2
v expresi mRNA a aktivithD cholinester8z u WT
uskutelnDnnadmbhygéehespr e n¥ivo@HK r s d viguiv§) z ¥ 2 m
mi kroamp®mpmest rriden2 , V| tvrztaBnDSt bdi inaj smMensefil
mechani smT zodpovRdnich za omezenou kapaci:t
hl adiny neurotransmise u STs potkanT po stim

UMKO myg? a jejich WT sourozencT jsme p
aktivit u v pr TbRhu cel ®ho ciotkawd$EmM®M hwo Iciy,k | wut, e
podkognh aplikovanlich cholinergn2ch a necho
jejich vliiv na tDlesnou teplotu. vihestievakPki
receptol jsme stanovili autoradiogréfispougi t2m r Tznl ch sel ekt
znalenTch |ligandT.

U CRH KO myg?2 a |jejisledbvalWlTi somkartaeahbd B6O6mea
trvaj2c2ho st E8minudstreshmaerasi ntRK&aaktivity AChE a BChE
v rTznlich oblbhseedem mazkwejsch | ateralitu. Z
zmNDny viIiiv chybDn?2 kortikoliberinu (CRH) | &
odpovRidNN v -thypobdhld em®l n2 ose.

Hiadinu uvol Rova®@X®mhomyAgd?h jusm@HTstanovili
pomociin vivoa mp ®r met ri e, | enviveerk kg ®2dmaldaemac2St ej nh

invivoamp®r metrie jsme mRDSen2m zjoiXPSoawv aWT , my@?

zabl okzopvlBthno® vychyt8vsg8§n2 cholinu mechani smen
intrakrani 8l nn apl-3 kmneaonl medpatok8n omemo HCI §t o
N a skupinh S ppraatgkueen TDajwd neey zj i gSovali, ]

transportovat ehaglnhitn symRApseo acha@lki8n j e subce

pl azmatickou a vezikul 8rn2 membr 8nou.
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Hypot ®zvy

Na z8kl adhn dS$2ve MK Imykgonvia nal ¢ he jsitcuhd ip?r ost i c
pozorovanimi pSegehgdbmv@aakmDu §ée KD Sneydyp o kma§ @
zmDnNDnou pohylpovwvow MMlkthiywimiu M at o elmbD$Hrapo ez e
bNDhem ur|it® f8zmyagidr k¥dp EmhdBw® caykktliuvi ty ex
me z i samci a sami ce mipodtypNgR ¢l @ cz® @ nk e c hkyobnipnezn z M |
zmNDNn8&m rovnhNg u jinlTch receptorovich syst®mT

Jak akutn2, tak i chronickIl stres maj?2 ¢
hl avnhD prostSednictv2m zvigen2 hladiny gluko

CHT-OXP myldislvedku nejen zJvl gan®hd mmokstz\an
aktivithD HALUl ema® 2uvopRowv & VMEM2MMGEIMv a pos?z2|
cholinergn? signalizaci

STs potkani maj?2 sn2genou kapacitu CHT tr
N8r okT na cholinex@geid?2 skhamadiitzyycCHT Tjod oz phs o
CHT do plazmatick® membr 8ny.
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Metodika

Chemi k8l i e a reagence

STI oxotremorin sesqui fumar 8t u, skopol an
atropin sul f 8t mo n o hy dari8nto, vg@Rlmotneorhoyvd§ 8§ k y keylsiel
flupentixol dihydrochlorid, sulpirid, ketanserin t@art8 t ;9553 Racetylthiocholin jodid,
butyrylthiocholin chlorid, tetra(monoisopropyl)pyrofosfortetramid {@bIPA), 1,5bis(4
alyldimetylamoniumfenybpentan3-on dibiomid (BW284C51), 5,4lithiobis(2Zni t r obenz oo v
kyselina) (DTNB) , hydroxyetyl piperazinetan
(ChOase) (EC 1.1.3.17), bovinn2 s®rovIi albu
(AA), dopamin (DA) a hemicholiniurd (HC-3) byly zakoupeny SigmaAldrich (St. Louis,

MO) . Kyselina ki]i(498 €ifmdl)vnmuscindl [métayrerH(N)] (35,6
Ci/mmol), pirenzepin [Nmethyt*H] (83,4 Ci/mmol a AFDX384 [2,3dipropylamine®H]
(1000 Ci / mmo |l ) b ynhesicanpRadotalzelechChemicals (ARC, Inc.). CGP 39653
[propyl-2,3°H] (50 Ci / mmol ), c[benziicdk, F#Pr{50.8 Cilmmd)e nz i | §
SCH 23390 [NmethyF*H] (85 Ci / mmol ), s-fH] (a5 Citmmol biye nz e n o
zakoupeny od Perkin EImdPerkin Elmer Inc., USA)Metafenylen diamin (m-PD) byl
zakoupen od ACROS Organics (New Jersey, USAABT-894 bylo poskytnuto na
experi ment 81 n2 é&dtoeids (North Chicago,HLY.i e Lab

Experi ment§8§l n2 zv2Sec?2 model

My g i

Experi ment ynibryy ynaistkSigced rTznlch KOnetick
CRHKO,CHTOXPaj ako kontroln2 zv2SaWasobrgzeng pougi t i

Mygdebec? qmaRbypyopBipraveny, pjSekdcjhiog 2o
st udGonmeza etal.,,1999a) a poskytnuty na experiment 8Ilr
We s s e, pSilemg mygi byly ng8agtdoRoech®vs8§nhgnac
pro experiment8ln2 Dbiomodely, 1. LF UK, Pr ah
do C57BL/6NTac kmene do | ejeixepherl 2ne ng aun esraanmod .1
my g i genotypovs8ny na z 8& VeatddD b wlzyo r pbuzégi t yr s |
homozygotn2 mygi. Samice byimg olesyschBignigasal d d Rl e
jeiichestr 8l nMaa al.clpBVe xper i mentech jsme s0ugi i

my g i a jejich WT sourozence obou pohligav?. Ce
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toho 20 samcT a 50 s asuiladusd &yi2<Sladtai woyd al eshko®
Evr ops k® unioaven(iob dor the RratactionCof Vertebrate Animals used for
Experimental and other Scientific Purposes (Council of Europe No 123, Strasbourg 1985)) a
protokol byl rovnhDg schv8len Komi s2Prgjggead ochr
Mini steksltstewm?,g ml §dege a thNDlovichovy Lesk
6313/201441.

CRH KO mygi byly pTvodnnD z2sk8ny od Har\
Endocrinology (Boston, Massaghusdbtvaa® WSANI &

byly zelZMMS\WYk/nN@ 7BL6 | inie. CRH KO mygi byl y
CRH KO myg?, CRH KO genot ypDMWAIlI zpoltovwrazre@® zPeC
odebran®ho z ocasu. T2mto mDly jak WT, tak
bylozg irmpp Be§gir2v CRH KO ml §Nat, CRH KO gravidn2nm

pod8vs8ny glukokor ti k anl)dJenihgkk and Majdoub,s 19%9)Po n 10
naroz@ndupl ementace glukokorti koidy pozbyl a
chovsg&ny za stejnich podm3snékutZveSataibelina §d
% BratislavDi, SS aomeetnrs®& 8§ e xRpeepruibrhea rktay. byl y r eeé
samc2ch, pSilemdg bylo pougito 24 WT a 24 CRH

CHT-OXP transgenn?2 mygi pTvodnnD vznikly na

(Nashville, Tennessee, USA) a byly wudr govs§gny
byl o p pBedfrcd (Honstand 8tali, 204 Chov-@XPCs8amci byl i p
do chovn® jednotky Department of Psychol ogy,
abychom z2 sk@GXR tWTanas gCeHlTn2 mygi . Vgechny my(

DNA ze vzorku ocasu. Experimenty bylyuskdt n Dny na myg2ch obou pol
pougito 6 0 my g2 . Veogldde p® opolsdlupy sblyv §1 evnT m
Committee on Use and Care of Animals of the University of Michigan.

Vgechny 0y@RH KO,MHFOXP a jej i ch rgeé&gisbyyugnz W
chov §mryo s iSermdttr osl ovanou teplotou (22 N 1 AC
sivang§cti hodinovim intervalem pro spPipadn t
CHT-OXP v 8: 00 r8no). J2dl o a woMsKO ryygliy bpyrloy n
vpr TbNhuc pok&rsylu Silandbvoi d Sevch ok n ®ececolg dsoeb 1 T 1 e C|
KOaCHTFOXP myg?2. Experprnoemgvdylpr FoB®h® hgty za | el
aby nedagu@ek?2 jejich cirkadi8nn2ho ryt mu.
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Potkani

DospnRDl 2 pot-bawl epfagee261l) byl zakoupeni
firem - Harlan (Indianapolis, Indiana, USA) a Charles River (Portage, Michigan, USA).
VpSedchoZd2abpr&dioSe Dr. Sartera bylo potvrze
ov ! i vnDn aPitgherhet a.v201m) v experment ech tud2g byl p O u(
kt e®ébR zal §tku experisnean32Bcp Rielmli in@nIITtsSia 1BIT:
vedlkekone n®mu pol tu 74 GTLD8%). Zt6Bc IStTe K Sk ®AT ab BI:
vybr&8no 34 GTs ka e$6 DYd i hpoiw®e Plougx peér ivmen't
byl a chow§rva dw 8l p? ob tkokndter2oslhovwanou tepl ot ou
45 %) a wudrgovsgna spHtelkndmncthropodam@b&Bbobdisno
intervalem p¢ovRBtviDa |l 9e azdaprrunal a v 8: 00 r8no
Teklad) a voda byly pro potkany dostupn® ad
vsouladu r ot okoly schv§glenl mi I nstitutional An
University of Michigm vl abor at 0S2 ch akreditovanlTch Assc

Accreditation of Laboratory Animal Care.

Behaviorg8ln2, farmakologick® a b

U kagd®ho ani m8dronetddnyoo znd?d enl®u shtyuldyi e, kter ®
aby umogejl§pgd objasnhNn2 hypot®zy pSedlogen

VpS2pakdd® nmy g2 a jejich WT sourozencT se |j
pohybov® aktivity a tDlesn® teploty v pr Tbnt
vosm®m dni o8sbedstbmedsemSen®m poli v jeden§
testu n8sl edoval a nej m®n1n 48 hodi nov 8§ pSe
farmakol ogi M k§m obetTmenotypT, u nichg byl e
aktivita, byly poazehrn® nat udiide .ol i gandov® v

CRH KO mygi a | ej i cvstawvila ksuot unrzoneue nilcii dtyr o
i mobilizal n2 mbylasitar ez w,r c ptéribtemjakdakkivita, tak exprese
MRNA AChE, BChE.

UCHT-OXP myg2 a jejich WT solBonéndT aldy Ina
cholinu v mPEEmMiplomoadi2al Tzy a kapacita CHT \
exogenn?2 choivomi kaopom®cmetri e.

U Sprague Dawley p&GtbhadD behgeidmm§lon2vch
podm2niDni rsecfrleeexni (NRJPRY) ,r 0zdNl en2 potkanT na
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pot kanploved®abe hektri ck8 stimulace BF a na vzoroc
vychyt 8vgn? cholinu cholinovim transport®re

immunoblottingem.

StudieuMsKO a WT my g?2

Monitorovg8§n2 tRlesn®@itgpbdhegmacpokunlo 8®na

TNl esng teplota a celkavdamph&lb®&8 ma&t raiketkil
syst ®mem z ak o WMijter fHespironics, Mridover, MA, USA  n Starr2Life
Sciences Corp., Oakmont, PA, UBA PSmdt nT mi experimenty byly
i mpl ant ov &Miyt tsem,dyGIme, A®Igha db5 peritones8l n2 ¢
anestezie aplikovan® i. p. (Zol e32mkgh100, R
Myg2m byl na ol i pSed zapolet2m operace apl:
jakogto prevence vysychg8n2 obrdvederz a8nBepti CkI
podm2nekTbPhu cel ® operace Skewin® mpdil ogtegen
zabr8nbDno jejich podchlazen?z. Po operaci byl
stav byl moni torovs8n po dobu jedn® hodiny o
prTbNRhu kterTch byl mefpi tdr am\gdg2vio b mdjejebnt av n ¢
zotavenz2. Se zal 8tkem 8. dne od operace byl
pohybov® aktivithD a thDlesn® teplothD po dobu
kterTch mygi pyebygoys§my .kt EBelagmest ri cksP®rpiSi j& m
pSipojeny pS2hmedmomacPopértraliik Ten umogRoval
pot SebnTch dat. Datntervau§Olsekundé. hr omagNov §n a

AnalTza biorytmT byl data sphrroovnesdjeeietrintsia | e d o v
zprTmRDrov8§na a seskupena do desetiminutovlch
AnalTza byl a vykon §n a-itglorapand temmer, 2ePEB a nmy u@h rt ¢ Mmc
Fourierovy transformace a stupRovit® regr e:

zpracovs8§na a pSevedena do programu GraphPad

Test oukEin2a MVTomgyg®mvpol i

Jeden§§ct ®ho dne od proveden2obpefSac@®mbybobl
jehog W elem bylo zjigtnDmaev &momrt ENtnSe dp2o.h yber
uskutelnili vgdy r8no v 9:00 a ¥zdre® pr RHI: @d
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pl ast o@8®22kbcenddEGV)a data o pohybov® aktivith b
telemetrick®ho syst®mu po dobu 60 minut. N 8 :
kl ec?2. No|l n2 experimenty byatya pbryolva8 dddwmryo nzaag N
intervalu60 sekund &ylaz p r a asofiw@ran VitalView.N§s |1 edn 8§ anal T za byl
v programu GraphPad Prism 5.04 (San Diego, USA).

Farmakol ogi k@ atWOimy g2 M

Za Yl elem testovs&§n2?2 Wl i8kekt a2 pehtyb®8NVoD
t Dl esnou Stiehg I®dthwt$ m na aktivn2K@eboWTnakte m
subkut 8§nnhD a pkbpolaminv(® mgykg),l k&kairk (20 mg/kg) a oxotremorirR (0
mgkg)v. 9: 00 r8&no nBPByhkyyzvalenywp SedoéNgnl cdk apok us ec
zpTsypigladov amil ewslaibryeks,e zabr §ni |l o nwgyescdhonuyc 2 m
experimenty prov8dhRDn® v 21: 00 byly uskutel nC
vgdy | @enskperidents oz pugt NDn2m ve fyXiadgdd®g itceks®no vr:

skupinhD byl % ikekntr®tkhy paupvmdm gv2Sat, Kk
fyziologickl roztok. Pohyb a tRDlesng8 teplof
syst®mu tak)oj @abppSagbcthwzbym textu. Pohybovs§
monitorovs8na po dobu 60 minut po aplikaci sk
hodi nu byl vyj §dSen p ak v nk§omrd aer tn? § psile p@idiodi2
aplikace oxotremornu j sme u myg2 monitorovali jJeho vl
minut od jeho aplikace. MRSili jsme maxi m§lr

na norm8l n2 %roveR aiapdundetthecuyve)d kSi vkou (AUC
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Autoradiogr af i e r ekcOe pat OWTT nmuy gM
PS2prava tkgnhn

Prost anoven?2 jKec eap tVoTr Tmyug 2M j s me iprofilgalliik a u
obl astech mozKk,u s(omoattoorsi ecnkz80 ki Jcr kBST r kaT, alaasus,r vi i ast cuen
tuberculum olfactorium hipokampus) p Si | edergitu ptanavevaved vou odl i gnl
| atvrdnev9: 00 r8&8no (inaktivn2 f8ze) a v 21:00 \
dekapitac?2 buN v 9:00, nebolwbXd: Q0 ta Sio algy ¢
naskupinu),zmmaeny v such®m | 804 CaagskibajgePnyg hpSiakr
(Leica CM 3050 S, Leica Biosystems, Nussl oct
tenk® sagit8§8lnhD or208ACovan®o8&ny p&Si ppdpbgnkt
Plus (Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe, Ge
pS80AC ag do pougit2 v dalg2?2m experimentu.

Autoradiografie muskarinovich rece

Sagit&8§ln2 Sezy mozkT jsme nechali nutpzt §t
denzitu receptorT jsme st afamvetal.,i2012)aluch@kS¢ti
byly preinkubovga/lpuIad omiamdtokw S0msel nlich fo
74) pSi | abor a-trammn 2t eimpelrat Dr pr Mk N® sk ed byl po
pSem2stNny do | mol/dtrva®ted nriaczt d lows foamelli[fHkn T obs
QNB a v nhm inkubovg&ny 90 minut pSi RT. Nespce
Sezex$2tvomnmwidair dPiOn sub&a &t ubyPy Beky promyt
mi nutl§edchownd v ypcuhflraovearc®@mk u a na z8§vNDr byly Se
dvhD sekundy do | edov D sv\cdtsteahzbyl@sko Ip2e 2 oV avah @
roztoku. Mokr® Segenyyjlgmmiyne hd e2 wn 2 m. Such
protit ri tium senzitivn2m Fuji BAS zobrazovac?2m
Freiburg, Germanydr adiuagarndfeingkTvch kazet §ch k
Health, Inc., Rochester, NY) po dopud t i dn2z .

Autoradiografie kaingtovich recep!

Kai n8§tov® receptory byAyata ezal.alP%)n yf emoyd | bey | py
prée nkubovs&ny tSi kr §t50pwl/lfuBovanti 2ririokus§Tash ce $i8t BT y H
74 . N§sl edmBulpaciprleyly Sezy pSem?satclenty§t do
zap S2tomnmwdPH]-k 42m&§t u bed/lneezbmoaleni®® kaingtem
mi nut pSi 4AC na stanolven2?2Paeeilklow®adii melsp esed
po deseti | eelwvmd & gpcunfvraozveanz®mMmk u a na z8vDr Db
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namol eny na dvD sekundy do | edovD vychl azer
ov2vegn2m. Such® Sdiztyi boml yenystavehm Ppupti BAS
(GE Healthcare Europe GmbHauRroeialbirog, a®d rcrkd rc
Kodak Biomax (Carestream Healt h, l nc., Roche

Autoradiografie NMDA receptorT

NMDA receptoryby |l 'y znal eny (Ayatd leteal.,, 4990t d lealyu byl vy
préd nkubovg&ny tSikr §t 5@molllp5 f miorvaatok® drleHCh BH RT v
74 . N§ spb epdinnfk ub ac i bybynNnSyezdo pBem3t-M@®ho r o
zap S22t omma/lsfHCGPn 39653 a inkubov&ny 60 minut
byla stanovena napSamomn md/iyl alia®&2 eech Po i nk
Sezy promyty | tySleko\8M \pycplusfarsevieoredrkah av na :
byly Sezy rychle namoleny na 2 sekundy do | ¢
vysugeny ov2vs8§n2m. Such® rBSezymbygkwgzivtyisvtnavn
zobrazovac?2m desk8&8m GC@BIEH,Helkht ¢ihcarg@, EGeomany
vaut oradiograficklch kazet&8ch Kodak Bi omax (
dobu gesti dn2z.

Autoradiografie GABAAr ecept or T

GABAAreceptory byly znéeanretyal, d998) € epy o tbo/H o
pré nkubovg&ny tSikr§t Hoomoplpuf r mmvoatakd Hisch tp Fit u4 U
pH71. NE&s!| eidmlQulpaociprteyl y Sezy pSemzcsittlrngt udoa
inkubovs&ny 60p8&2 hammpéfFH]-AB@®wW pro stanoven?
vazby. Nespecifick§ vazba bypS%? tsanfmmisein al n a
95531. Po inkubaci byly Sezy prud myptogiokiterd nu |
a na z8vhDr byly Sezy dycdhd el eéchomol) ewnnyc mlaa e M®
a vysugeny ov2vs8nz2m. Sucth® tSeaiamy skeylzy t vysi e
zobrazovac?2m desk8m (GE Healthcare Europe
vautoradiograficklch kaz eHelthhncKRochaster, M) moma x  (
dobu pDti dn2z.

Autoradiografie DiaDz-l i ke dopamicreguloa Hl

Dopamio viRe cept ory byl y z nRdres et gl., 3043 |fee zpyr obtyoal ky
prd nkubov&ny deseptufmiorvaattkd BSii o nR TTmol(l Fri3-hiCl,
154rmmol/l NaCl, 1mmol/l EDTA a Q1 % BSA, pH 74 ) a i nktu@nnge&€nlyervst v
puf r owaak®simoll [*H-SCH 23390 prdoo pzand Imesapib B a s
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1nmol/l [*H]-s pi per on pe do mamil reaedcl ecfdp SR T 0 mnmod/lt i 50r
ketanserinu, kterl sl ougi l k zabl okIdT28n?2 m ¢
receptory. Nespeci fick8 vazba byl amdltci:enovena
flupentixolu vp S2 p a d N MDIA sulpiridu vp S2 padBp &mi moevclecpht or T d
pufrovazZlku. Po inkubaci byly Sezy promyty
vychl amewefnrReowaz e mku a na z8&8vDr byl weklBdyzly r ych
| edovhD vychlazen® destilovan® vody a okamgi't
protit ri tium senzitivn2zm Fuj.i BAS zobrazovacz2nm
Freiburg, Germaunydr adiuaagrdfeing k Tviodx (Chreszearh § ¢ h &
Heal th, 1I1nc., RochestetrlkcapNd) dphbu d@g etkeil t ¢ 152
dopami mecleph or T.

Abychomstanov | i , z dlmean @ap $ ¢éligad®aktivitu nal umi ni scenl| n?
z8§Skyd2y tritiovan® naat diya dibsgrhalfjizeck® znt§an® mr
(American Radiolabeled Chemicals, Inc., St. Louis, MO) vystaveny spola g y tripumo t i
senzitivn2zm Fuji BAS zobrazovac?2m desk8m (
Ger many) . Zobr azowa&hbyidoesdklye kbuyl I8r n2 pnr ascn 2 ma | i
7000 (GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg, G
n8§slednhD @anahptgv8§ok®m softwaru MCID (Il nterhF
MRSen?2 byla stan®vebBa SepjfdaPechaad ehPate pro
mozku.

Statistick8 viznamnost mezi sdvai-estu(MTmi byl
vs. MMBKO mygi, 9: 00 r8no vs. 21:00 hoenbtgsOpPs Za si
VpS2padiowtrarf i ckTch studi?2 byl statistickI
recept or JKn® nae zZWTi aMeohlgdem nd § dne (9:00 vs. 21:00vy pol 2t anl
Studendp v Ttinest em. Za si gni f holnatyps0®3. byl y povagov§
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Studie u CRH KO aWT my g ?2
Akutn2 a chronickl imobilizaln?2 s
Mygi byly vystaven(gkutmolbisltirzeasl nt2rnvua |'s t3rOe smu
a chronickl opakovanl stres trval J)2a&ko minut
kontroln2 zv2Saem§bgehypauigmohi tiazokg&na (dvnh
KO a WT genotyp). |l mobilizace byla uskutel nl
|l tyS kepmolzétcinlegmevn® pS8dtbgclk. Mygi sn§gej?
dobSe, belzi vj akdtcthk?2, p8¢gdadlyod@dvapaapd &.in2010)v

Vgechny mygi, u kterll cht rbeyd, aporl d glow §tno wtha omri
pogkozen?2 zdrav?2, décmh et &uuvBhygh Mygembily
anestezie cervik8ln2 dekapitac?2 tSi hodiny o

vgdy mezi 8: 9 gha tAyBgicemy$pnSo bd i gnhN stejn®m | a
bylazg imas Dej n8 hl adina gl ukokor tilébhkyjzdibzenyMo z k' y
such®m | edu a uskl adniB®y ACo d&I§dR2 hoad pkoauidi®h2
vhE8sl edu® aoalgita i ndi kiFCuPEC, WBN VTR, Str,aAmy, i mo z
hi pokamp8l n2 DG a CA3 byly izol bebBbhy wmypmchn
byly mozky nakr§8jenyumampa) kmay o3&t Om(Reli c®ek o
Sezy IpBtlDtAE. Mozkov® tk&nhD byly izolov§gny
pomoc?2 speci 8l n2 kovov® vypichovac?2 jehly.
jedna pro stanoven? aktivity ACBEut®mBCdtiEs 2ak
usklnaad R i AC do dalogRBlteameab@§mnyohcezT hemi sf ®r
byly vzorkyzpr av® a | ev® hemisf®ry izolov8§ny samos

Exprese AChE a BChE mRNA u CRH KO a
RNA byl a izolov8na pomoc? RNAIBde ErankflhMS Bi o
am Main, Germany). Koncentrace a |istota RNA
vinovich d®l k&§ch: 260nm yWsAbyynat2asmdnml( A2) v P
ag9bylypoudgiday g2 proceduSe. Re 8amMnm?2 ptomar £ k rRie
To-Go YouPrime FirstStrand beads (GE Healthcare, Praha, Czech Republic) a pd(N)6
pri meru (GE Healthcare, Praha, Czech Repub
reali zov8na pougit2zm primerT, KBnegr PobdyleyreTe
vpSilogen® tabulce |. 1. Celltpbst PmduRYCR 1r e a
PCR reakce byly analyzov8ny na 2% aBealr - - zovd¢
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(Bioti um, Haywar d, CA) . J a kyd-3-fkoosnft & to | che hbyyd rao g
( GAPDH). Intenzita jednotlivich produktT PCR
semi kvantitativn?2 vyhodnocen? byIGADPHodnoty n

bl aSRt
Velikost Denaturace  LIJNJA Y S NF¥ Polymerizace t 26 S
Gen Sekvence primeru fragmentu 6clb 6Fa o d6c/ Ok oet Reference
AChE p GCA GCA ATA TGT GAG caT GA 197 94/30 60/30 7212 37 Kawashima et al., 2007

p-BGGT CGA ACT GGT TCT T&CAG
BChE  p-OCC TGG AGT GAG CAG ATT GG 133 94/30 60/30 7212 37 Valuskow et al., 2016
p DGC AGG GCA GAT GAT GBr&T
AChg pBGT AGG CGC ATG GAG TGOX 166 94/30 60/30 7212 37 Perrier et al., 2005
pBCC GCC TCC CCA TGG GG6 O
GAPDH p-OGT CTT CAC CAC CAT G@AGBA 299 94/30 60/30 7212 37 Zarghouwii et al., 2007

p 8GG CCA TCA CGC CAC AGOTT

Tabulkal:Sekvence ppoitm&koT PBRugi tT pSi

Prvotn2 denaturace byla uskutelnhRDna pSi 95AC
vgech pS2padech provg§§dhDna pSi 72AC po dobu d

Aktivita AChE a BChE u CRH KO a WT
Aktivita AChE a Bh E u CRH KO a WT myg? byl a st
kolorimetrickou metodoyEllman et al., 1961jnodifikovanou na 96 |j amkovou
d e s t(Faraketial.,2013) Akt i vi t a AChE ,69grhoHl acetyttoeholiau p o mo c
a 05mmol/l 5,5dithiobis(2zni t r obenzoov ® k ymolIHERESp) U f(rDoTvNaBc)2 hvo
roztokuspHZ obsahujpo/iMgah. 10enl kovi ojbg @m® vmiok kat ivt
jamce 200®iMzorky tk&n2 (pid ©®gp o siBNBytak,naby] d S2 v e
nastals at ur ace volnTch sul fhydrylovich/tiolovl
pyrofosfortetramidem is@ MPA) pro zabl okov8&8§n2 aktivity BC
byla mRSena pSi wbnd¥P®nid®h cka 4adhinoi) Akiivta5, 10
BChE byla mhRSena poo&BmpRadnN] AlhEn omawzgdkll esm,v  §
substr 8t byl pougit butyryl thi ochaebis@n a e
allyldimetylammoniumfenyl) pentaB-on dibromidem (BW284C51).
Koncen r ace proteinu byla stanovena pomoc?
Mnogstv?2 proteinu bylo totogn® pro vgechny o
Data shroem®eddm&Eenz T na CRH KO a WT myg?2cl
nor m§| n?2 di stribuci aop®n®. byt at issttdtciksst i ¢k
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pr TmRr nT mi hodnot ami-waybANDVA sspbsha moo BNKn (Studént o n e
NewmanKeul s) testem. Za signi fpsO®EmNt N2 byly pov

55



StudieuCHT-OXP a WT my g ?2
Il n vivo mitleuCHITOX®r me WT my g 2

PS2prava a kalibrace cholin senzitivn

Kerami ck® mi kr o®153K3t3rGonil ¢ ® | (nr? =k600v)T mi pl at i
mNSic2mi plochami uspoSg§danimi do dvou p8&rT
byl vy p chtod g oy i d 8 z o u (ChOase) pSalkdch¢akch oprb
zl abor at o S@arikhrand S&tary 2008;Parikh et al., 2008, 2010, 2CtR)ase byla
v8z8na naglwmiNar 8ISARehyd a nanesena na spodn?
bylypokryty pougbusalDaPdd8IBAWdu a slougily k mh
pokryt® mikroelektrody byly vysugeny na vzdu
in vitro kalibrac?2 byla na mikroePDeat Vibelye ml

zvigen2 selektivity pro cholin a zamezen? ko
kyseliny askorbov®Pt ArADSiac kmit eglh@d manmADT Bl e k
byl a provedena apli kovg8n2 m VK odnos t mink rn@ éhloe kntarpc
Ag/ AgCl referen| n? el ektrodu ( Bi o &rgalli yntciec a |

obsahuj 2 crdol/ilm-B Dt a kmbldAAG 0,05mol/IPBS), za probubl §v§
dus2kem po dobu 45 minut. o&hmnaalPP|l pSad dxisdk
ChOaseanrmP D pokryt ® mikr oel edqObmnold@B5 pddphu B0 nmmnutmo | e n
pSed kalibrac2. Kalpbduwdgicte2 mbyfliax ngr opGdémai §
aplikovg§n2m kod¥t aSes? Ag/ A iErdu dkeStdd rnecre] m2b se h L
konstantn? sOBroldRBS{40m) ontdoko® anl mPHiu §ti @ p-Imo tFIA S3
16mkl 1l el ektrochemick®ho syst®mu (Quanteon L
Proudybyly digitalizovg8§ny pSi 5pdlzad?Pob ydloys a
k&§dinky pSi d§n ol oholinuo(kROgmolA) A DA (2nBnal/l) tak, aby jejich
fingln2 kroaoztonku aimainAvl; a 2205 0 G tol/l ceh®,l i mol/Igo @ O
DA. Senzitivita ( %hel-limté&fHeteatian) g linedritat@ckdlinu,2 | i mi
stejnhN jako m2ra selektivity mlDi cRA hbylty pK
samostatnhD. Aby mohl y wwlatl griviekexperinenee&ht musetyy p o u
splnit n8sl eduj2cdekektci®rchol Semznai ChDasepr ¢
pAM@Isproudem pozad2 200 pA na v gmalrchoinDSi c2c
pomNDr selektivity pro cholin a AA, O 80: 1;
cholinu (208 On@l/l) na Chdse pokrytTch Pt 2&®8ic2mimi mEba

zaznamenatel n® zmRDny proudu na vgech mnRSic2c
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InvivomRSen2 cholinovich sign8lT

My idylyvuretam v ® a n(E28 i, ®gkg,iip)um2 yd®nstereotaxi ck®
(model 962; David Kopf I nstruments TbDhjuurcega @
procedurynadhpdn®mpddu@i7ATmsi zotermi ck® vodn?2
Scientific, Braintree, MA) 0 ®iknl; e viBm®rS& & p iplr §
mm, cel kovsg dwlXyast elnbs ,c nEveA et t, WA) byly vy
mi kropi pet (model 51210; Stoelting, Wood Dal
vnitSn2 prTITmNRDr gpil ky rnednarneqod pi2 t apipelgrpyly 15 O
pSipevnhNny zk8k | kaedrn@mikcakl @ -po kv g h ® @i kpho@ejs e kktnr o
|l epi v®ho vosku (Kerr, Romul us, MI ) . Pipety I
byla mezi spodn2m a svr chn3au). Véxpesmentech &dec 2 ¢ h
j sme test owal (rmoWDd inneebko HWLNBoB)na ABI-898 G2mmol/l)-
evokovan® uvol Rovg§n2 AChH, bnyi | kyr odeV I kmhir lordddp i g «
napl nDna ABT@Ot4okae mdr uh8 b#BNML35D nebbkemeHCkul a.
testovs8n? odbour 8vgn? exogennz2ho cholinu b
n a p | malbkean cholinu (1mmol/l) , avgakmi «holpi ppivDbhyd mNDSe:
zamDnNn za smdB+HCBO (MoB)d 11 dlmo ML®IB)2 p(olndo0cG | e h
Mi crof il (kalibr 28 mm, d®l ka 97 mm, WP I | n
mikropipety a povrchem mikroelektrody byly t v erSeemmei8 ® @ienObf. 13 c).

Ag/ AgCl referen|l n2t edl®&had os @ SPrSHimBraon2etas § &m) |
i mpl antov8na do obl ast.i | erbikkyr, 0o ed teekrt& odgplua v
Mi kropipeta byl a esdaplvimRBa hj edreZmkiI jegth p:
samotnou. mSesgavemi mi kroel ektyrlodpyo nema| mi krammi$
oblasti mPFC (anteroposterior (AP): .31 mm; | at e5r amN feln)o: o0 br e
dorsoventral (DV):-1,8 mm, mNSenpowdi td2um y Wi -a&&x Natishipgey e ( MC
International, East Meadow, NY). Arapmet r i ck 8§ mnRDSewdb g s mee mir fv@&rd
(se stranami rovnomRrnM&mcol erll ® skupikhyjdwd
odpovDiDdi odpov?2daj 2 cr28 mceid nh® nkiosnfc®rnyt roadc i k a ¢8dt &«
| 8tek byly apmi kowopghp e tPicoapuiteemm@izosptiteer 1l; Parker

Hanni fin, Fai r fiil@psids r W1 2 np S&D |tsl kakkaua d 20 . Apl i |
objemy byl y mofsterecmikroskdpun(Meijipflechmo America, San Jose, CA),

kterTowalsarhit kov] §kAhge®pmet ziacnSomNSen2 byl a
nebo 10 Hz apli ka,@rdof iexlne2khtor opdoyt.e nDcait8l ub yHOa di
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syst ®mul 6k 3 T (Quanteon) . Experi menty | sme
baz8l n2ho -g0DmonuduBePd @5z hemisf ®r .

Za Y|l el em stanoven?2 vychyt 8v g&a/Bpoctlhkerhi nu p
apli kovg§n deOXPP HQ =b)CHT Wiomtpo expedimentanjgnie dbali ne
to, abychom gener okwarl @ s gdhmadypjhdowv2®dia mgngl ygech
1 2nil/) . Podobn® cholinov® amplitudy jsou poc
vychyt 8v8n? cholinu pomoc?2 CHT ayistilk itentod v D ma
pSedpoklad, objem aplikovan®@Hho jehdnlol26iy 28yl (u
Toto individu8ln2 pSizpTsoben2 objemu odrg§ge
od ChOase pokrgalligh #®ripil oehpend nietodt)ilebcoy!l y r
ML352 nollll0 0&p !l i kov §ny praziwkerh ¢halikue(tmmold; g®1R0m). s
Pl i nekuHiECOXP myg?2 byl wmgggeé kKestemEnaczsant aq
3; Bd@l) O Pl i-hek MIC352 bywmomPMAam®nakupi nND myg

testovali dvhD ag pSava@pilikac® haemi®sf &t kyu dla
Vsamostatn® skupinbhD exper i NRagohisy ABT8%de t es't
zanebobep S2t o mnYo s|tii NMERmAr ¢ il ustraci | asov®ho

Cholinov® proudMRagonistt ovdn®g & H2npvBle v olmds@h o
ACh a jeho hydr ol (Gigliano et alg 2008¢ Rankh et A.C20ER0ztok
ABT-894 byl aplikov§gn p ontacitc0, 30R &3000pmm| (Brdzokue d n ® k
s konc en6or a0omol/)l. TSi ag phDt aplika894prbt ¢rd
dnNnl il rozestup d®lI ky nejm®&nhD dvou minut, byl
Abychom mohl ikHE-3 olviD SML 3 3894i(1@@mo)RE v ok ovan® pr ou
ABT-894 byl nej prve apdniSlksdw8mot Sialpl §tBa€%0 dal
vl asov®m r minun@®hbr227).A/@ Ncht o experi mentee3h byl a
(10dl) vybr §na nmSead&klozdlh studi? poukazuj ?2c:
koncentrace dok8ge vel mi selektivnhD potl ali
zZ8 vi s | ®h etrangpartu Qi TL v (Parikh and Sarter, 2006)Vp or o v H@-3 g s
negativn?2 modul 8t or ML 352 intibice &ubkkerCEITEnms@mn N Yal |
al.,2015) cog zdTvodRuj e malMLB 5R0 pa en t¥sl eede InGYE
Na z8vDr experimentu byly 3gpdiedovi@neslkahdiagl
fyziol ogick®ho roztoku a n8slednD 4% parafor
parafomal dehydu a pot® pSem? sprvanezhona)relEskedB D
byl y2@SAC uskladnhPDny ag do dal g2 anallzy. M

obarveny Nisslovim barven2m pro ovhRSen2 intr
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AnalTza elektrochemicklch mnSen?

Proudy, kter® byly

mPeSreznyl mehm npao kr yt T ¢ h

mNSeny na referen| n2ct
proudT mNSi oGiuiano ep &l.o c h § ¢ h
2008; Parikh et al., 2013) Ma x i m§8 | potom@Bmia 5§ | w2 mi
pSed | 8§t ky byly vpndidb eny ¢
YviBl itradkil kwoul 7t | 8Rdmdgplekkoboyvankph
hemi sk ®EHT aarztve Se8diesitlolk oreaa n®BTc h o | |
proudyvr o0 zd21 nT ch
894 pSed

stanovena

proudy z2s

sekundy aplikac?
kali brac?
pro danou
| asov Tl chspirnotuedryv aelveockho VABYalT npi o raop
ad¥dni nebor Me35RMC M2ra zpRtn®ho vych

na z8ko addNDpbhbeswosBgheBnBaux i MmEdin2 2

amplt udy chol i nocy ®&hezi 4694 ag8@%8ahaux i (M8 Il n 2 ualmp chol i nc
signg)@brZiTlustrace parametrT pougitlich ke kv
zphDt n®ho vyicrmy tkBwl8an?2v pholl2t 8na z %hl u skl onu

kSivky
reflektovat HG3

odbour 8vgn2 cholp®adcHdart oprpGaciamern o K §

citlivou komponent u(Paikhiand Sarter2@06)o ur § v &

llustrace parametri pouzitych pro analyzu cholinovych signala
201

- -
(=] o
1 1

cholinovy proud (uM)

n
1

01 \—‘\___.

% cholin (1 2;nM)} Tzolso 4 €

-1

7 8 9 10 1

ABT-894 (1.2 mM) T40-80

Obr §22ékustrace

parametr T

T L 1
12 13 14 15

¢as (s)

pougitlch
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In vivo mi kr-odPaaT Wa my HT

Jeden tTden p Soedds teoxuppeirliymemmytgeim opper aci , pS
i mpl antov8na prTvodn?2 kanyl a. Operace byla p
operace byl a myg2m aplikovs8na I hjse &) & anall

fyziologick®haproztdMygi (byly us% 8inyo fvldiercahrow
masku (Kent scientifi&ysl| Pkgm hSagi/mirpHinak &usg©
mygi byla oholena elektrickim strojkem a ol
zv2Se upeeobPDaai ca®ber §mu (model 96 2; Davi d
Na ol i byl myg2m aplikovs8§n ol n?2 l ubri kant .
hodnoi2%. 1 Mi krodi al yzal n? pr Tvodn? kanyl a (WM
i mpl ant ovStnia mMPFObp@adl e n§sl eduj2c2ch 9souSad
mm, ML5:mmNDV:20 mm. Kanyla bylnarezawp®e akref e Bh » u
jej2ho ucpg8nz. Konstrukcg,ejRt e@ro§ odegelbay | pr T
zopercahl n2r oubT i mpl antdewna®li o« hdo cleeneky ua Dbl
konstrukce byla oget Sena antibiotickou mast?
Vden experimentu byla mikrodi,dl wmmalhdgsan
do mMPFC. Sondy byt ¥t at tfinisn hOV E§my mpSkom2 gn2 m
(CSF) (145mol/I NaCl, 268nmol/l KCI, 1,4mmol/l CaCbL kD, 1,01nmol/l MgSQil- 7.8,
1,55mmol/l NaeHPQ4, 0,45mmol/l NaHPQy.H2O, 25mmol/l AA; pH 7,4) obsahuj ?2c
pS2davek nemali gmiyrgi (ske@ Gmoth!l Jobpw tr v En?2 exnp
pohybovat prostorem testovac? kl ece. Po dvo
hl adiny AChH, j sme odebraldi do zkumavek pDt
stanovena baz8l n?2 hod\QhacaoclinexGHT-@X B al 8MTn 2myhyl?
Koncentrace ACha cholinubyl a n8sl ednlD stanovena P®LC hm
stanoven? skutel| nCRadhaidtubgpt y bbhz8l othd Aodnoty
podleAecoveryrattmo kr odi al yz®mI438). sondy (9

HPLC hmotnostn?2 spektrometri eOXR a tVETh omyegn??
HPLC

Vzorky z2skan® z mikrodiallzy byly anal yz
Pl us HPLC, ktawil orbaytli cski®hgoe nodzb Dr al e zMSor kT (
Pumpy Pl us. Neur oc hemi ckko® osnd)p aPrhaecneo nbeynleox dKa sna
LC(B0T 21 mm, veli kbs®m, 8wdliickost p-r T 100 ). Mc
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10mmol/imr aven|l anu Aménnf®Me)ak@sel i nybinmrna2v efn§ 22
byl acetonitril. Gradient pro mobiln2 f8zi p
0,1 min, 10% B; 28 min, 20% B; 37 min, 50% B; 4 min, 80% B; 46 min, 0% B; & min,

0% B. PrTtokovs§ rychlost |2irninlje kx®0 g@le/dmsitm va

Hmot nostn2 spektrometrie

K detekci byl pougit hmotnostn2 spektrom
triple quadrklpaodre®mpmrdiy .2 cl2onwi zace el ektrosp
naplibt 2k V3 a oh 8yeNESH E$] naoBOOAC. Kapil §rn2 tep
Zpomal en?2 me z i cykly bylo 200 ms. Aut omat i c
Thermo XCalibur QuanBrowser version 2.1. Vge
se zajistnitleagragre§vnkalii braln2 kSivky byly s
pl ochoakomlkwmtrac?2 standardT pomoc? | ine8rn?

Schopnost vychyt §8va®@XRxa gWmh nfAy ¢c2h old yvilna up oCrHc
Studenbvatt est u. NamRSen®h hamplbittyud hevVokho8®aAdrl ch |
byl y anal yzov-&ayANQVA, kde faktdrymylyt ganotyp (CHDXP a WT) a
d8vka88BT(60, 600 a 3000 pmol). Baz8l n2 hl adi
OXP a WT myg2?2 byloa lesteav §n a ekt bd oZaft362r T CHT
na ABT-8 94 evokovan® chol i nov ®wag ANOVA tesiethykdeb vy | p ¢
faktory byly genotyp (CHTOXP) a | asovl interval apli kace
mi nut ). DBlinek -3maMb32awahT 8@8NH2 KER&ogennhD apl ik
byl p odvaufakio®voua na |l T z o u ANOWA) kdeyfaktory biyly genotyp (CHT
OXP) a pS2tomnost bl ok§8toru @ddiotyp<®@& si gni fik
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Studi e u Sprague Dawley potkanT

Pavivowodm2niNnl reflex u Sprague Dawl

Testovac?2 zaS2zen2? a postup testo

ProsreeningSTs a GTs potlhygnh pomddc 2 aPRhBdbSe pr o
(Paolone et al., 2013; Pitchers et al., 20P)tkani bylilk agdT den br §ni na |
mini m§l ndD sedmi dn2 a z8roveR dva dnahubpSed =z
15 obil nThcehn §rawnad 2p$2chut? (45 mygp&BbusSelPeh.
(Aconditioning) k o mor §c h Q5lo2imNrcyn; 2 v ank MED 2A8sociates).
Z8sobn2&utjdmdtai sk T m d §lvdpoevl aelte ns eb annaScnho§vz e |  u pr
st Nn komo rpy3dpspotkanekz € k otsn ok i |y infralerven® f
nebo | ev® EkBur dyDaz &sabms?pozici vysouvatelns§
g8rovkou, avgak pouze v dobhD, kdy byl a p8ka
byly pougity ke kvanptS8kfoiuk.acHo |k8otnetka ktteus tpoovtakca2r
signaldswl¥t8inen2 m testovsatc?okwidolregm |rea vehDmN
nach8zej2c? se napprrovtni?2 nz 8snoi b nt2eksu®ogvr gakndu | (Fty. £ V. |
um2z st Dni do p8rovac2ch komor, kter® blply po
pot k gposkymuto2 5 gr anul 2 pe30 (0é0s)pRreot ®kohlk VI val v
125 minuty a p8ka byl a sbtDhrneym kto®hoor ys-t®r B®ikeh eviy sjua

tak i n8slednlch PPR testT, potrk&sliedujd2yc 2zckho
PPR s®ri 2ch byla komora osvDtlena a ©potkan
sgranul emi , kter® byly -900d306b06sEnyPpdttalNpt mt

(Cs; conditioned stimul us) byl al emr8o pk8&kd 1 z
st kmoynory po dobu o0smi sekund. Po zasunut?2 p
ok ampgoskytiitayg r anul e do z8sobn2K T mTeediniB PPR t est

MRDSen2 PPR a klasifikaln2 krit®r,i

VychT | emwstuplpz8sksyo mhkil 2 pSi CS byly pougity
mNSen2, kter§ stanovila PPR index. (1) Odch
vychT Il enasupepBk§sabnakj §dSena jako pod?2]l V ge
p8§Kystupykz§solme kil en2 p&kgsoebumwdkupy. Kyp) Lat e
vypol 2t8no jako rozd?| pRé&niu khasenz@ws§iBing ke mu

tento rozd?2| byl normali zov8n vydDIlIlen2m max
z8sobihkPaeence kontaktu s p8&kou)/8]. (3) Prav
rozd?2| me z i pravdRDpodobnost2 vychilen2 pg8gky
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mi mo 25 p8rovan?2) mstupwksz S rodgmdd@muwidob n ®PR |1 nc
pr TmDrem odchyl ky v odpovDiDdi, |l atentn?2ho sk-
tohoto skozerd@y bl ; v kdelOski-mdei koval o n8chylno
sp8kou bRNDhem kagd®hontdekbvualhoskhk8clkegbbaod kehe
granul 2 bhRNDhem kagd®ho testu. Jako GTs byly |
sk-re PPR indexu vehotrmnol®ci#f p@Btt ®n .PPRo tsk®a n ii ,
svim chovg&n2m soustSedili )rad®ITjsi pod kafisolbryd k
se sk-re RPRmegda@®PO{\1 zn. potkani, kteS2 se
radpDji-CBa p&una z8sobnzk j2zdla). Potkani, Kk
i049 a49 +& | eji s ad o wmtenzzi kuSle faerzeBsm2b ng Kleyn j
kl asifikovg8ni jako intermedi 88l n2z (I Ns). Odpo
a |l atence) byl yj eadhrad fyaktadgrhagw @NOvih potpyalkuo vanT mi
mNSen2mi, kSdTes , f eGiTost)y pb y(l mezi skupinovim fak

opakovac2m/vnitroskupinovim faktorem.

El ektrick8 stimulace BF u Sprague Da
Kapacita CHT na transport cholinu byla
stanovena ¢ ynapt ozoaneeml cphSi po el ekt r FESki®vivea t I mul &
Parametry stimulace BF byly zvoleny podle pS
smysl ov® vn2m8n?2 a f a(Edelingetah d994; baag and Dan,\2009;c h p
McLin et al., 2002)Kr omR t op&ebyghoz¥ pr §ci dok8z8no,
odpovhRdmegaud aep funkce CHTHWwWsgnmPtivck®Pepd ade
me mb r(RarnkRetal.,,2013) Pothylambf[emdeni do ur €125B5g/kgy ® ane
i. p.), n8slednD bylri8 mum2 Ktofhrcie nd a i sctkeS8r da tpaoA 8

byla zavedena do prav®ho BF tak, a boplash o m mo
nucleus basalis Meynerti(NBM a substantia innominata (SI),
pul zem (100 OA)podol2dntinupso0ndonts2 piuzZlozZlTovan®ho pul z
(model 2100; AM Sy st ems) . Kontroln2 skupina t2w? Sat
rozd2lem, ge jim nebyla aplikov8§na nijak8§ st

usmrcenadekpi t ac?2 a pravs§ front 8l n2olko[u ah éonyil saf ®rz.o
bylzg i mdtols t at ek pr oekevomMSenu2t,nTt p§mMN ze samost a
GTs byly odebr8ny za %%l el-€® st anovealawmlbSreaz i
distribuce CHT.
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Zp Nt n® vychy tsgapHromeclt (HACU) anmmunoblotting
PS2prava tkgnhn

Pot kani byl i dekapitov8ni jegtBhD v prTbDhi
(25%; 1251159/ kg; i . p.). Mozelek,usnolzkloyT odsnemna
Hemi sf®ry byoyi edd®tienySia ko zrddX ternk gpu dasvi@n 2hne
byly jako oriental n? body pougity HIP a str
samostatnihD na |l edovhD vy®hlt&kBeM® f Re@tnrt i8H o 2 mik g[a
homogeni 2e@ed®wvyl wychl aB2nl®sna crhoazrt-ozkyu. OHo mogen
centrifugovgny Tg.y SSupneirnmuattya nptSib yll0 0n0g §g edn
po dobu deseti mi nuanDnlae kau ts8y mrsd potgckzao g Il m2 oplesl
pro Y ely mRSen2 HACU, -8MebhC banapnSastMngzcag e ny

immunoblottingem.

Vychyt 8v8&n2 cholinu c hsgnaptoromech m transpor

Synaptozomy byl ypubrzseiWeaebpoeimdoy@&@mggenuhl il
roztoku o0 b s anbl/u N&Ck A7mmolll IKEIm1,2mmol/l KH2PQs, 25nmol/I
NaHCQ;, 1,7mmol/l CaCh, 10nmol/ilg | uk - zu a d omol/l kyBefin® askotbovaud 0 O
a Molf yzostigmin a s #00q9:6)bTragper&chotinmbyisstarioved O
inkubac?2 alikwstym2aph od2oImBElN308uspenze po dobu
za nebo bez npBHED.mnloskiubaldded byl a zastavena p
|l edov® | §znhN, nAdlhawesdt) Boryaln dedl)atznaln%il el em i
studie bylghelriov&mNDoyr $z ni @ h m& o imoliediot @@ 2 c h v
s pS2mPdlca hd0 %np. Koncentrace proteinu byl a
assay kitu (Thermo Fisher Scient)fic Vychyt 8v8n? cholinu zpro
stanoveno jako cel kovhD vychyptSentTo ncnBo@@atikhn Hd n u
and Sarter, 2006; Parikh et al., 2013) Ma x i m8 1| n 2 rychl ostmaahol i no
afintakcholinu(kn) byl y vypol 2t 8ny ponmPadSoft@arepap hPad Pr

Subcel ul 8§r n2 frakcionace a i mmunob]|

Subcelul 8rn2 frakcionace slougila k izol
vezi kul 8rn2 membr §ny (pLSPe2d)c, h ojza?pharspddaadmyetcch p o ¢
al., 2005; Ferguson et al., 2003; Parikh et al., 2038)ap oz o m81 n2 pel ety byl
5mmol/l HEPESNaOH, pH 74, obsal®®WjgZad m | 2, 0Pepmi nwapr atir
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1,0 Og/ ml pepstatinu a 2500g/ ml fenyl metyl su
plazmati ck® membr §ny (LP1) byl gdemidgu20veny
mi nut. VIislednl supernat an t000bgypb dobu§38 mieulan N c eI
visledkem byly intracelul 8rn2 frakce membr §n
Coulter TL10O. P rkoat gedi & fbryd k ceex t snoflFEOPESHOH,zS DS, |
pH 7,3, 1mmol/l EDTA, Inmol/l EGTA a prote8zovIim inhibitore
byl a stanovena d2ky pougit?2 modifikovan® met
mnogstv2 ( 25k algd)® pfrroatkecienubyzl a pougita na i mm
stanovend upl i k8§t u. Pr ot elilsyTrigHZIIpglyakoyhrdd)o ve@ny gneal ud
pSem2stNny na PVDF membr &nu. |l munodet ekce CFh
i nkubac? nper nTbbrN8hnuy  nvo c i z a p S-€H® mrpoosl tyik | &n §1 |
protil 8tek (ABN458: pMimDIriupolr:e2)00Ma S eMend rndin yv
vystaveny pTsoben? kSenov® per oxikdr§&lyi | kK mn |
protil 8t kami pSipravenimi v oslovi a s ECL
Healthcare). VIislednlT chemiluminiscenlrn2z sig
ChemidocEQsystem (BiRad) . Denzitometrick8 anallza CHT
fragment T v LP1 a LP2 frakc2ch bpbagiviypm| NEEF
| maged software. Membr&ny byly -tububn8i h@nygea
vzorc2ch a slougiplSypadkeoaklionhkmlliav prowzd21 T
el ektrofor®zy na gel u. Denzita CHT bola noi
tubulinovich vazeb pro kagdl z an@HTwiRlvanT ch
a LP2 frakc2ch jsme r ovnDRsynastozeneche T1y. cRil Goe il
byly extrpyhov&nlychkl synaptozom8ln2ch pelet a
jako jig bylo pops&8no vige.

NamNRSen® hodnoty omoass mglalkn)(a\KoncemttacerCHT p
vsubcelul 8rn2ch frakc2ch (LPdyouWufPRKt obrywlvy® aan
rozptyuANOV A, kde faktory byly skupina -ghant kanT
neboBFES).Za signi fi kanthodnotypg0J05x povagovs8ny
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Visl edky

Vi sl edky s tcuhdyi?hjuMRIyng 2M s

MsaKO samice jsou hyperaktivn?2 v pr TbBDhit
AnalTza bis@yamWTushkMmic/samcT uk8§zala vI
aktivity u MiKO genotypu, pSi |l emaz na e a atzanillm& Do u A
PSevaguj2c?2 d®l ka periodogramu byla 24 hodin
pohybov® aktivitxkKOaMiWDI mp®® ulddalty wi Mkadi §
pro noln2 zv2Sata s oiamam®| f(BeoskaliBtald2001) a mi v

Pohybovg8 aktivita

BiorytmusuMKO samcT byl zmDnDn | MA&ATsama@Obng| nD v
3 Tabul ka 2). U samc Tnasxei nk83invkny al ingiinliym8pl She?dn
(or T mNrMIBTD-3,9 6 1 @B (N=15); MKO: -0,0 6 0 482 (n=15); MKO vs. WT:
p=0,000397,553% oba v maxi m8l n2Zm a minim8l n2m skl o

Vpor owre8 rs2amc i se bioryts00ssamhygbolVv®namnh
MMWT samic, cog bylo zpTsobeno z#&0Om®ami zvbfhba
t mav® f §z 8 Tabulka3 a(4OBtatistickyv T z n@&vmns | edky j sou S ume
vTabulced. & Sedn 2 hodnota rytmu (tzv.KOnsamior ) by
(or T mBD MWT: 160 6 4 3A884n=17); MKO: 306 9 5 2668 (n43), p<0,001). Jak
aritmetickl, tak 4KOvsSgemk pvTobBn bylkeunMg d
bylo i vmpPSA@RdNDr-gz@N) y Heas«KiO wplceundg zdvoj |
vVp o r oV nMBnsamicemi. U MKO samic to vedlo v gen? pr TmbDr T <c
namNRSenTch hodnot, a t Ouwanalhieh Mrec) Ampktida B4 i v § (
hodi nov®hovy®H®, h&®dhondi nov®hlhmgdibn v ®h os@ Wthmu ab
samic v2ce neg dvojn8sobns§g.

Z8kl adn?2m yomd?2Imemi bisamQbi.4) a | eampiobegmdibv @
aktivitn, neboS parbyh@nau samsamkiydggeéWwly nyej 2
(Tabulka 3aphtakiuMKO mylghslka@apbRozd21ly byhg§skzedm@Pha? «
parametrech: st $4e2dnk?r shto\Whgegoigspr Tuy BEMBIWT(sAmci:

11,2 3 9 8965 (n=15); MWT samice: 1® 4 4 3A T4 (n=17)p<0,00L a24 7 kr §t vygg
MsKO samicvp o r o v n § n Pr B re BDNEK® samgi:12,386M2,2021 (n=15)M4KO
samice: 36 3 9 5M450(n=13)p<0,001) , pr TmNRr (aritmetickIl a v
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mezi dnem a noc? (aritmetica&linza argigtemdt)i c kle
prTmRr, 248hboidnow§ §a akap Igietnuodtay.p uU laMnipy i t ozl 2
8 hodinov®ho, 6 hodinov@®&hai m§l4nzhmda nmiv ®h m§ Ir
nN8r Tstu kSiKIOygedmBDiypyuu bMinYDkz v ® p&sameny y( b
34 n8sobnhN), u WT genotypu byloy ovonddma&t ys eu ssaan

M4WT vs. M4KO samci 24 hodinova pohybova aktivita

100-
- MAWT

- M4KO

80
60

401

pohybova aktivita v arb. j./10 min

1H

ol M i

0 2 4 6 8 0 12 14 16 18 20 2 24
¢as (hodiny)

M,WT vs. M KO samice 24 hodinova pohybova aktivita

100+
- MAWT

= M4KO

80+
60-

401

pohybovd aktivita v arb. j./10 min

20+

0 r . .
(] 2 4 6
cas (hodiny)

Obr 8§3€krkadi §nn2 ryt nMWTagMiKOg B one @ & samilto iSey a
Pohybdv&ialk je pvy ol Bohyb@§ j ak @ir biitta Sy n2ch j e
byla mhRSena pomoc2?2 telemetrie jEldmomi n$e ovze
interval ech. ,4Vymens eprr @ njlsroyu ploAT wamoivn&Ll5;MKQ | vi ty
samci: n=15; MWT samice: n=17; MKO samice: n=13¢a 3 dnyz pr acovan® progr
ChronosFit®n § sl ednTm pSevodem do GraphPad Prism5.
Gedou barvou je zvliraznhDna tmavs§ f8ze 24 hod
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M,WT samce vs. samice 24 hodinova pohybova aktivita
100

- MAWT samci
~= M4WT samice

80

60

40

209 ¢

pohybova aktivita v arb. j./10 min

0

¢as (hodiny)

M,KO samci vs. samice 24 hodinova pohybova aktivita
100,
- M4KO samci
- M4KO samice

so{ |

pohybova aktivita v arb. j./10 min

ﬁu[% il

0 2
¢as (hodiny)

Obr 84a8kovn8n2 cirkadi 8nn?2 ho r yasamcenpwoMMbov ® a
( n a h dvigk®)genatypu.

Pohybdav&iadlk je ppyj®DSePahybkagbaktriSvntahvij e
byla mhNDSena pomoc?2 telemetrie jedmeomi n$e ovze
interval ech. AVymen®epnyr & mp & ¢ b o LT samkcit =15 MK® ( M
samci: n=15; MWT samice: n=17; MKO samice: n=13) za 3 dng,pr acovan® progr
ChronosFit®1§ sl ednTm pSevodem do GraphPad Prism5.
Gedou barvou j e zvhlorda znnol¥ynReh ot manvt & rfv8azl eu . 2 4
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Obr 8a&8kovn8n2 periodogr amu sanuchVievn daeri®ogeaiy i vi ty
uWT myg?2, samci nVarava SesigdogsamymM:£ © thy 2, s amci n
samice dole.

Spektrum byl o v y p anutGhronodsFit psp ma § ¢ t 2pBrargieovan b
algoritmu (M4sWT samci: n=15; MKO samci: n=15; MWT samice: n=17; MKO samice:
n=13).
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